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 RESUMO 
 
 
A persistência hereditária de hemoglobina fetal (PHHF) é uma condição 
caracterizada pela elevada síntese de globina-γ e, portanto, de hemoglobina fetal (HbF), em 
células eritroides adultas, devido a uma falha no switching de HbF para hemoglobina adulta 
(HbA). A HbF é o principal modificador genético da heterogeneidade fenotípica de pacientes 
portadores das principais desordens de globina β: anemia falciforme e talassemia-β. Assim, as 
pesquisas científicas têm focado na elucidação dos mecanismos envolvidos na manutenção ou 
reativação da expressão dos genes HBG1 (globina-γA) e HBG2 (globina-γG) por terapias 
medicamentosa ou gênica. Diversos estudos têm demonstrado o envolvimento de fatores de 
transcrição estádio específico no switching de hemoglobina, indicando o potencial para uso 
terapêutico desses fatores de transcrição no tratamento das hemoglobinopatias. Uma vez que 
muitas mutações de PHHF afetam diretamente ou indiretamente a ligação de fatores de 
transcrição, nesse estudo, foram analisadas proteínas que potencialmente se ligam à sequência 
tipo selvagem e na presença das mutações de PHHF não delecional no gene HBG1 -117 
G→A, -175 T→C e -195 C→G, utilizando células humanas das linhagens eritroleucêmica 
KU812 e K562 e, células primárias CD34+ progenitoras eritroides, bem como camundongos 
transgênicos contendo o locus humano de globina-β em cromossomo artificial de levedura (β-
YAC) e cultura de células derivativas da medula óssea desses animais dependentes de CID. 
Para tanto, lançamos mão de diversas técnicas como qPCR, EPR, imunoprecipitação de 
cromatina e RNAi. O ChIP em células de cultura eritroide primária humana mostraram o 
maior recrutamento do fator de transcrição YY1 na sequência selvagem do promotor do gene 
HBG1, indicando sua possível atuação como repressor desse gene. Já na sequência mutada do 
promotor (-195 C→G), YY1 deixa de se ligar, e PAX1 passa a ser recrutado, sugerindo que 
esse fator de transcrição possa atuar como indutor da expressão do gene HBG1. Os efeitos do 
silenciamento gênico de YY1 nas linhagens de células K562 e KU812 não corroboraram com 
os achados no ChIP, uma vez que a menor expressão do gene YY1 levou à diminuição da 
expressão de globina-γ nessas células. Já o silenciamento de YY1 em cultura de células 
primárias humanas progenitoras eritroides causou aumento da expressão do gene HBG1, 
diferentemente dos resultados encontrados no silenciamento nas linhagens celulares K562 e 
KU812. Em células isoladas de fígado fetal do dia E18 de camundongos transgênicos β-YAC, 
os ensaios de ChIP mostraram aumento significativo do recrutamento dos fatores de 
transcrição LMO2, TAL1 e LDB1 na presença da mutação de PHHF -175 C→T. Contudo, os 
  
resultados de imunoprecipitação de cromatina em células dependentes de CID e de fígado 
fetal dos dias E12 e E18 não corroboraram os resultados encontrados em células humanas, nos 
quais o fator de transcrição YY1 é mais recrutado na condição controle e PAX1 mais 
recrutado no promotor do gene HBG1 mutado (-195 C→G). Uma melhor compreensão da 
regulação da expressão dos genes da globina é clinicamente relevante, uma vez que o elevado 
nível de globina-γ resulta na melhoria dos sintomas de pacientes com anemia falciforme e 
talassemia-β. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 ABSTRACT 
 
 
The hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH) is a condition 
characterized by elevated synthesis of γ-globin and therefore fetal hemoglobin (HbF) in adult 
erythroid cells, due to a failure in the HbF switching to adult hemoglobin (HbA). HbF is the 
main genetic modifier of the phenotypic heterogeneity of patients with major disorders of β-
globin: sickle cell anemia and β-thalassemia. Thus, scientific research has focused on the 
elucidation of the mechanisms involved in maintaining or reactivate the expression of HBG1 
(globin- Aγ) and HBG2 (globin-Gγ) genes for drug or gene therapies. Several studies have 
demonstrated the involvement of stage-specific transcription factors in hemoglobin switching, 
indicating the potential for therapeutic use of these transcription factors in the treatment of 
hemoglobinopathies. Since many HPFH mutations affect directly or indirectly the binding of 
transcription factors, in this study we analyzed the potential proteins that bind in the wild type 
sequence and in the presence of non-delecional HPFH  mutations -117 G→A, -175 T→C and 
-195 C→G in the HBG1 gene, using human cells of the erythroleukemic lineage KU812 and 
K562 and the primary CD34+ erythroid progenitor cells, as well as transgenic mice 
containing the human β-globin locus in yeast artificial chromosome (β-YAC) and its 
derivative CID-dependent bone marrow cells of these animals. Therefore, we used a variety of 
techniques such as qPCR, EPR, immunoprecipitation of chromatin and RNAi. The ChIP 
assay in primary human erythroid cell culture showed an increased recruitment of YY1 
transcription factor in the wild sequence of the HBG1 gene promoter, indicating its possible 
role as a repressor of this gene. In the mutated promoter sequence (-195 C→G), YY1 fails to 
bind, and PAX1 is recruited, suggesting that this transcription factor may act as an inducer of 
expression of the gene HBG1. The effects of the YY1 gene silencing in KU812 and K562 cell 
lines did not corroborate the findings of the ChIP, since the lower expression of YY1 gene led 
to a decreased γ-globin gene expression in these cells. Nevertheless, the knockdown of YY1 in 
cultured erythroid progenitor human primary cells caused increased expression of the HBG1 
gene, different from the results found in the knockdown assay in the K562 and KU812 cell 
lines. In cells isolated from fetal liver of day E18 of β-YAC transgenic mice, the ChIP assays 
showed significant increase in the recruitment of transcription factors LMO2, LDB1 and 
TAL1 in the presence of the HPFH mutation -175 C→T. However, the results of chromatin 
immunoprecipitation-dependent cell CID and fetal liver from E12 and E18 days did not 
  
corroborate the results from human cells, where the YY1 transcription factor is more recruited 
in the control condition and more recruited PAX1 in HBG1 mutated gene promoter (-195 C→ 
G). A better understanding of the regulation of the expression of the globin genes is clinically 
relevant, because the high level of γ-globin results in amelioration of symptoms in patients 
with sickle cell anemia and β-thalassemia. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
1.1. Hematopoese 
O sistema hematopoético é altamente regenerativo, com produção diária de cerca 
de um trilhão de células na medula óssea de seres humanos adultos (Doulatov et al., 2012). A 
hematopoese adulta é caracterizada por uma diferenciação hierárquica de linhagens celulares 
que produz, pelo menos, oito linhagens funcionalmente distintas de células sanguíneas 
diferenciadas: hemácias, plaquetas, basófilos, eosinófilos, neutrófilos, monócitos/macrófagos 
e linfócitos B e T (Orkin e Zon, 2008; Figura 1). As células fundadoras desta hierarquia são as 
células-tronco hematopoéticas (HSCs) que, assim como todas as demais células-tronco, 
também têm a habilidade de se submeter à auto renovação. Assim, as HSCs são definidas por 
duas características fundamentais: a capacidade de auto renovação (geração de HSCs 
adicionais) e a multipotência, isto é, a capacidade de diferenciação em todas as linhagens 
celulares maduras circulantes no sangue (Hoggatt et al., 2016). 
Em vertebrados, a produção de células-tronco sanguíneas é caracterizada pela 
alocação e especificação de células embrionárias distintas em uma variedade de locais que 
mudam durante o desenvolvimento (Galloway e Zon, 2003). Em mamíferos, os locais 
sequenciais da hematopoese incluem o saco vitelínico, uma área em torno da aorta dorsal 
denominada de região aorta-gônada-mesonefros (AGM), a placenta, migrando assim para o 
fígado fetal e, finalmente, a medula óssea. As propriedades das HSCs diferem em cada local, 
refletindo os diversos nichos de expansão e/ou diferenciação, e intrínsecas características das 
HSCs em cada estágio (e.g., as HSCs no fígado fetal estão em divisão celular, enquanto que 
as HSCs na medula óssea estão, em sua maioria, quiescentes). 
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Figura 1. Hematopoese adulta e fatores de transcrição envolvidos nesse processo. Estágios da hematopoese 
e os diferentes tipos celulares característicos de cada um deles, até a geração das oito linhagens celulares 
maduras circulantes no sangue. Os estágios nos quais o desenvolvimento hematopoético é bloqueado na ausência 
de um determinado fator de transcrição estão indicados pelas barras vermelhas. Os fatores de transcrição 
apresentados em vermelho claro ainda não foram encontrados translocados ou mutados em malignidades 
hematológicas humanas ou murinas. LT-HSC, células-tronco hematopoéticas de longo prazo; ST-HSC, células-
tronco hematopoéticas de curto; CMP, progenitor mieloide comum; CLP, progenitor linfoide comum; MEP, 
progenitor eritroide/megacariocítico; GMP, progenitor granulocítico/macrofágico; RBCs, hemácias (Adaptado 
de Orkin e Zon, 2008). 
 
 
A produção de células sanguíneas em vertebrados ocorre em duas ondas 
hematopoéticas. A primeira onda, denominada “primitiva”, é caracterizada pela diferenciação 
de progenitores eritroides em eritrócitos e macrófagos durante o desenvolvimento 
embrionário inicial (Palis e Yoder, 2001). A função primária dessa primeira onda 
hematopoética é a produção de hemácias que facilitarão a oxigenação tecidual, uma vez que o 
embrião passa por rápido crescimento (Orkin e Zon, 2008). Em mamíferos e aves, esses 
progenitores eritroides aparecem primeiramente em ilhas de sangue no saco vitelínico no 
início do desenvolvimento (Paik e Zon, 2010). Essa onda primitiva é transitória, sendo 
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rapidamente substituída pela hematopoese adulta ou “definitiva”, e os progenitores eritroides 
produzidos nessa etapa não são pluripotentes e não têm capacidade de auto renovação. Na 
maioria dos organismos, há uma onda transiente da hematopoese definitiva que ocorre nas 
ilhas de sangue e produzem as chamadas células progenitoras eritroide-mieloide (EMPs) 
(McGrath et al., 2011; Bertrand et al., 2007). A hematopoese definitiva tardia envolve as 
HSCs definitivas, que, em camundongos, originam-se na região AGM no embrião em 
desenvolvimento, e logo depois são detectadas em outros tecidos como saco vitelínico, 
placenta e fígado fetal (Gekas et al., 2005; Kumaravelu et al., 2002; Ottersbach e Dzierzak, 
2005). O fígado fetal não é capaz de gerar autonomamente as HSCs. Assim, as HSCs migram 
da região AGM, do saco vitelínico e da placenta para colonizar o fígado fetal, o qual torna-se 
o principal órgão hematopoético até o nascimento, quando a hematopoese é estabelecida na 
medula óssea (Kumaravelu et al., 2002). De forma análoga ao embrião de camundongo, o 
desenvolvimento hematopoético no embrião humano ocorre de maneira similar (Luis et al., 
2012; Figura 2). 
 
 
 
 
Figura 2. Estabelecimento das HSCs definitivas durante o desenvolvimento embrionário. As barras 
representam as idades nas quais os locais de hematopoese em camundongos e humanos estão ativos (Luis et al., 
2012). 
 
Como determinantes intrínsecos para o fenótipo celular, os fatores de transcrição 
fornecem as informações iniciais sobre como as HSCs se desenvolvem durante a 
embriogênese e como a diferenciação restrita a cada linhagem é programada (Orkin, 2000). 
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Dessa forma, é possível dividir os fatores de transcrição entre aqueles envolvidos na formação 
ou função das HSCs e aqueles envolvidos na diferenciação linhagem específica. Entre os 
fatores de transcrição envolvidos na formação e função das HSCs estão o MLL, Runx1, 
TEL/ETV6, SCL/tal1 e LMO2 (Orkin e Zon, 2008; figura 1). Alguns exemplos de fatores de 
transcrição envolvidos na diferenciação linhagem específica, são GATA-1, envolvido na 
diferenciação eritroide, megacariocítica e eosinofílica e, PU-1, associado à diferenciação da 
linhagem mieloide (Figura1).  
 
 
1.2. Eritropoese 
Durante o desenvolvimento dos mamíferos, as primeiras células do sangue 
morfologicamente reconhecíveis no concepto são as da linhagem eritroide. A produção 
antecipada de células da linhagem eritroide no saco vitelino é necessário para o 
desenvolvimento do embrião de vertebrados. 
Em mamíferos, a eritropoese definitiva ocorre primeiro no fígado fetal com 
células progenitoras provenientes do saco vitelínico (Palis et al., 1999). No fígado fetal e na 
medula óssea adulta, as células hematopoéticas são formadas continuamente a partir de uma 
pequena população de células-tronco pluripotentes que dão origem a progenitores 
comprometidos com uma ou poucas linhagens hematopoéticas (Figura 3). Os primeiros 
progenitores comprometidos com a linhagem eritroide identificados são as BFU-E (burst 
forming unit-erythroid) precoces. Essas, por sua vez, sofrem divisão e diferenciação para 
BFU-E maduras e, rapidamente, para CFU-E (colony-forming unit-erythroid) (Elliott et al., 
2008). As CFU-E dividem-se de três a cinco vezes por dois a três dias à medida que se 
diferenciam, passando por mudanças consideráveis, como diminuição no volume celular, 
condensação da cromatina e hemoglobinização, levando à extrusão do núcleo e de outras 
organelas (Fawcett, 1997). 
Em humanos, o tempo de vida das hemácias é de 120 dias. Em condições 
normais, aproximadamente 1% dos eritrócitos totais são sintetizados diariamente. Todavia, a 
produção dessas células pode ser incrementada substancialmente em períodos de estresse 
agudo ou crônico, como trauma agudo ou hemólise (Hattangadi et al., 2011). O controle de 
curto prazo da eritropoese é bastante refinado e regulado pela eritropoetina (EPO), citocina 
produzida e liberada pelo rim em condições de hipóxia, a qual estimula a proliferação 
terminal e diferenciação dos progenitores das CFU-E (Molineux et al., 2009). As BFU-E 
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respondem à uma variedade de hormônios além da EPO, incluindo SCF (stem cell factor), 
IGF-1 (insulin like growth factor 1), glicocorticoides, e interleucinas 3 e 6 (IL-3 e IL-6) 
(Hattangadi et al., 2011). Esses hormônios continuarão a atuar nos processos posteriores de 
diferenciação eritroide sequencial, originado assim, os proeritroblastos, eritroblastos 
basófilos, eritroblastos policromáticos, eritroblastos ortocromáticos, reticulócitos e, por fim, 
as hemácias. A cada estágio de produção dos eritrócitos, proteínas intracelulares de 
transdução de sinal e fatores de transcrição ativados downstream a esses hormônios interagem 
com um grupo de fatores de transcrição e de modificadores de cromatina, bem como com 
diversos RNAs regulatórios não-codificantes, como os microRNAs (Figura 3). Muitos desses 
RNAs e proteínas são essenciais para determinar a função e/ou identidade de cada progenitor 
celular durante a eritropoese. 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema global da eritropoese: regulação em múltiplos níveis por múltiplas proteínas, 
hormônios e miRNAs. A formação das hemácias a partir das HSCs é regulada pela sinalização de fatores 
externos (em azul), como citocinas e fibronectina, bem como por fatores intracelulares como os fatores de 
transcrição (em preto) e miRNAs (em vermelho) (Adaptado de Hattangadi et al., 2011).  
 
 
1.3. Hemoglobinas e globinas 
A hemoglobina, uma metaloproteína que contém ferro, encontrada nas hemácias 
de todos os vertebrados, provê o mecanismo primário de transporte de oxigênio na circulação. 
A hemoglobina humana é uma molécula tetramérica composta por quatro cadeias 
polipeptídicas, sendo duas do tipo alfa (α) e duas do tipo beta (β) (Bunn & Forget, 1986). 
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Cada cadeia possui um grupo prostético heme com um íon ferro em seu centro, o qual se liga 
reversível e não covalentemente a uma molécula de oxigênio, desempenhando a função de 
transporte de oxigênio e de gás carbônico aos tecidos (Perutz, 1983). É uma proteína 
alostérica, uma vez que a ligação e liberação do oxigênio são reguladas por mudanças na sua 
estrutura, decorrentes da ligação do oxigênio ao grupo prostético heme (Nussbaum et al., 
2004).  
A homologia inequívoca entre a sequência de aminoácidos e estrutura das 
globinas atuais indicam que essas devem ter se originado de um mesmo gene ancestral 
comum. A hemoglobina foi necessária para que animais multicelulares pudessem atingir 
grandes portes, uma vez que a simples difusão de oxigênio não seria capaz de oxigenar todos 
os tecidos adequadamente. Consequentemente, moléculas de hemoglobina ou similares são 
encontradas em todos os vertebrados e muitos invertebrados. A molécula carreadora de 
oxigênio mais primitiva encontrada em animais é uma cadeia globínica de aproximadamente 
150 aminoácidos, encontrada em vermes marinhos, insetos e peixes primitivos. Contudo, a 
hemoglobina em vertebrados superiores é composta por dois tipos de cadeias globínicas. 
Esses dois tipos de cadeias globínicas, α e β, surgiram há aproximadamente 500 milhões de 
anos, durante a evolução dos peixes superiores, por eventos de mutações e duplicações. Nos 
vertebrados superiores, cada molécula de hemoglobina é composta por duas cadeias do tipo α 
e duas do tipo β (Figura 4). Mais tarde, durante a evolução dos mamíferos, o gene de β 
globina parece ter sofrido adicionais eventos de duplicação e mutação, originando a globina 
fetal, a qual apresenta maior afinidade ao oxigênio do que a hemoglobina adulta, auxiliando 
na transferência de oxigênio da mãe para o feto. Esse novo gene, por sua vez, passou por 
novos eventos de duplicação e mutação, dando origem aos genes das globinas ε e γ, expressos 
no período embrionário e fetal. Um novo evento de duplicação ocorrido durante a evolução 
dos primatas originou o gene da globina δ, somente encontrada em primatas adultos (Alberts 
et al., 2002).  
Eventos de duplicação e mutação também ocorreram no cluster da globina α. E 
como os clusters globínicos α e β encontram-se em cromossomos separados em pássaros e 
mamíferos, mas estão no mesmo cromossomo em sapos Xenopus sp., acredita-se tenha 
ocorrido um evento de translocação cromossômica que separou os dois clusteres por volta de 
300 milhões de anos atrás (Figura 4). Esses eventos de mutação, duplicação e translocação 
estão sumarizados na figura 4. 
27 
 
 
 
 
Existem algumas sequências originadas da duplicação dos genes das globinas α e 
β que não são funcionais, e sim pseudogenes, que possuem alta homologia com os genes 
funcionais, porém foram inativados por mutações que impedem sua expressão (Figura 4). 
Os genes das globinas foram modificados por mutações de ponto que afetaram 
tanto as propriedades da hemoglobina formada, bem como sofreram mudanças nas regiões 
regulatórias que determinam o nível e o tempo de expressão de cada gene. Por essa razão, 
cada cadeia globínica é expressa em níveis e momentos diferentes do desenvolvimento 
humano (Figura 5). No período embrionário, os genes ζ e ε são transcritos e seus respectivos 
polipeptídios formam a hemoglobina do tipo Gower I (ζ2ε2) (Hecht et al., 1966). Por volta da 
décima semana de gestação, o gene que expressa o polipeptídio da globina α passa a ser 
transcrito abundantemente, sendo expresso durante toda a vida, acarretando na formação da 
hemoglobina Gower II (α2ε2). Além dessas, no período embrionário há a produção da 
hemoglobina Portland (ζ2γ2), uma vez que o gene da globina γ também passa a ser expresso 
(Gale et al., 1979; Randhawa et al., 1984). Na fase fetal, há a predominância da expressão do 
gene da globina γ, levando à formação da hemoglobina fetal (HbF; α2γ2) composta por 75% 
de cadeias γG e 25% de cadeias γA. Na fase adulta, a expressão do gene da globina β é 
abundante e as hemoglobinas dos tipos A (HbA; α2β2) e A2 (HbA2; α2δ2) passam a ser 
formadas. Em indivíduos adultos, a HbA é predominante, correspondendo a mais de 95% do 
total de hemoglobinas, enquanto que a HbA2 se mantem em níveis inferiores a 3,5% e a HbF é 
produzida em níveis inferiores a 1% (Bunn & Forget, 1986; Stamatoyannopoulos & Grosveld 
2001).  
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Figura 4. Eventos envolvidos na geração dos dois clusteres de globinas humanas ao longo da evolução. 
Eventos de duplicação, mutação e translocação ocorreram, a partir de um gene de globina ancestral, para dar 
origem aos genes das globinas dos seres humanos: globinas do tipo α no cromossomo 16 e globinas do tipo β no 
cromossomo 11. Os genes das globinas estão representados pelos quadrados em vermelho e os pseudogenes em 
verde.   
 
 
Durante o período de desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem mudanças 
na expressão dos genes responsáveis pelos diferentes tipos de hemoglobina (Dzierzak, 2001). 
Esse fenômeno é conhecido como switching de hemoglobina (Figura 5). O primeiro switching 
ocorre com a mudança de hemoglobina embrionária para fetal que acontece entre 6 e 8 
semanas de gestação, e envolve o silenciamento dos genes das globinas embrionárias ε (HBE) 
e ζ (HBZ) no saco vitelínico e a ativação dos genes da globina fetal γ (HBG1 – globina-γA e 
HBG2 – globina-γG) no fígado. O segundo switching é caracterizado pelo progressivo 
silenciamento dos genes de globina-γ, com a concomitante ativação da expressão do gene de 
globina-β (HBB) na medula óssea que se completa após o nascimento (Amoyal & Fibach, 
2007). 
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Figura 5. Produção das globinas durante o desenvolvimento ontogenético normal. Durante o período de 
desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem alterações na expressão dos genes responsáveis pelos diferentes 
tipos de hemoglobinas (Jorge et al., 2016).  
 
 
1.3.1. Distúrbios hereditários das hemoglobinas 
Os distúrbios das hemoglobinas podem ser classificados em 3 grupos: A) 
alterações estruturais, B) redução no ritmo de síntese das cadeias globínicas (talassemias alfa 
e beta) e C) as persistências hereditárias de hemoglobina fetal (Bradley & Ranney, 1973; 
Weatherall, 1977; Weatherall & Clegg, 1979).  
 
A. Distúrbios de alterações estruturais 
Dentre as variantes estruturais das hemoglobinas, a hemoglobina S (HbS) 
representa a mais importante e frequente. A HbS, hemoglobina anômala característica da 
anemia falciforme (AF), é uma variante mutante e estrutural da hemoglobina adulta (HbA), 
que ocorre devido à mutação de ponto A>T no códon 6 do gene HBB, levando à substituição 
de um ácido glutâmico por uma valina (Nagel e Platt, 2001). Em condições de hipóxia ou 
acidose, ocorre a polimerização da HbS que leva à formação de fibras dentro dos eritrócitos, 
resultando na morfologia falciforme dos eritrócitos, típica da AF. As hemácias falcizadas são 
a causa primordial do grave quadro clínico apresentado pelos pacientes com anemia 
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falciforme, que podem englobar episódios de vaso-oclusão, acidente vascular cerebral, úlcera 
de perna, síndrome torácica aguda, entre outros (Ferrone, 2004). 
 
B. Redução no ritmo de síntese das cadeias globínicas 
As síndromes talassêmicas, que compreendem um grupo heterogêneo de doenças 
hereditárias, são caracterizadas pela redução parcial ou total no ritmo de síntese de uma ou 
mais cadeias globínicas. As síndromes talassêmicas podem ser classificadas, basicamente, em 
talassemias α e talassemias β, assim denominadas quando a alteração no ritmo de produção 
ocorre nas cadeias α e β, respectivamente (Weatherall, 1994).  
O desbalanço na síntese de cadeias globínicas, uma vez que as cadeias globínicas 
não alteradas continuam a ser produzidas normalmente, é a principal causa das anormalidades 
dos eritrócitos nas síndromes talassêmicas, que afetam o tempo de vida dessas células e sua 
deformabilidade. No caso das talassemias-β, o relativo excesso das cadeias globínicas α não 
pareadas resulta no seu acúmulo e precipitação que, por diferentes vias, causam danos à 
membrana das células, conduzindo à degradação prematura dos eritroblastos na medula, 
eritropoese ineficaz, levando assim, à anemia. Dessa forma, esses pacientes comumente 
apresentam necessidade regular de transfusão sanguínea (Olivieri, 1999; Urbinati et al., 2006).  
A sobrecarga de ferro é o principal responsável pelas morbidades dos pacientes 
talassêmicos, pois o acúmulo de ferro em órgãos e tecidos, incluindo coração, fígado, 
glândulas e pele, conduz a complicações como cardiomiopatia, cirrose hepática, 
hipogonadismo, entre outras complicações que podem levar ao óbito precoce (Westwood et 
al., 2005). 
 
C. Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal 
Em seres humanos, os níveis de HbF passam a decrescer gradualmente após o 
nascimento, chegando a aproximadamente 1% entre 6 e 12 meses de vida. Contudo, alguns 
indivíduos apresentam uma condição denominada persistência hereditária de hemoglobina 
fetal (PHHF), caracterizada pela elevada síntese de HbF durante a vida adulta (Forget 1998; 
Wood 2011). A PHHF é classificada em dois tipos: 1) delecional ou 2) não delecional. A 
PHHF delecional é marcada por extensas deleções (13 a 106 kb), que podem incluir de forma 
parcial ou total os genes HBD e HBB (Figura 6). O aumento da expressão dos genes HBG1 
e/ou HBG2 e o consequente aumento dos níveis de HbF, estão associados à variável 
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compensação da redução parcial ou total da expressão dos genes HBD e/ou HBB. Essas 
deleções estão associadas à distribuição pancelular de HbF entre os eritrócitos.   
As deleções PHHF-1 e PHHF-2 são as mais comuns em afrodescendentes. Essas 
deleções compreendem mais de 80 kb, incluindo os genes HBD e HBB. Heterozigotos para 
ambas as deleções apresentam níveis de HbF de 20 a 30% e moderada microcitose. Elas 
diferem entre si na proporção de cadeias γA e γG, sendo aproximadamente 50:50 na PHHF-1 e 
30:70 na PHHF-2. Outras PHHFs delecionais apresentam características hematológicas 
similares, com pequenas diferenças na proporção de cadeias γA e γG e nos níveis de HbA2 
quando o gene HBD não está deletado. 
 
Figura 6. Tipos de PHHF delecionais. Deleções gênicas identificadas no grupamento β, referentes às dPHHFs. 
As barras representam a extensão de cada deleção (Adaptado de Andrade, 2006). 
 
 
A PHHF não delecional (ndPHHF) pode ser uma condição de herança complexa 
causada por um dos três principais quantitative trait loci (QTL): 1) o sítio XmnI upstream do 
gene HBG2 (cromossomo 11p15), 2) BCL11A (cromossomo 2p16) e, 3) o polimorfismo 
intergênico HBS1L-MYB (HMIP, cromossomo 6q23); ou pode ser herdada por herança 
Mendeliana, causada por mutações de ponto ou pequenas deleções nas regiões promotoras dos 
genes HBG (Akinsheye et al., 2012).  
Indivíduos heterozigotos para PHHFs Mendelianas não-delecionais apresentam níveis 
de HbF que variam de ~2 a ~40% (Tabela I). Contudo, os mecanismos que levam a esse 
aumento da expressão de HbF ainda não foram totalmente elucidados. Assim, as pesquisas 
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atuais têm focado na elucidação dos mecanismos envolvidos na manutenção ou reativação da 
expressão dos genes HBG pelo uso de drogas e terapia gênica. 
 
 
Tabela I. Tipos de PHHF não delecionais já descritas, com alterações nos genes HBG1 e 
HBG2 (Adaptado de Angastiniotis et al., 2013). 
 
Mutação Nomenclatura HGVS Nome da 
variante de 
Hb 
Fenótipo (% de  
HbF em 
heterozigose) 
Origem 
Gene HBG2     
-567 (T→G) HBG2:c.-610T>G  5.9-10.2 Iraniana 
-202 (C→G) HBG2:c.-255C>G  14-21 Africana 
-200 (+C) HBG2:c.-253_254insC Tunísia 18-28 Tunisiana 
-196 (C→T) HBG2:c.-249C>T  8.6 Grega 
-175 (T→C) HBG2:c.-228T>C  17-30 Africana 
-114 (C→G) HBG2:c.-167C>G Australiana 8.6 Australiana 
-114 (C→A) HBG2:c.-167C>A Argelina 0.6-3.5 Argelina 
-114 (C→T) HBG2:c.-167C>T Japonesa 11-14 Japanesa 
-110 (A→C) HBG2:c.-163A>C Tcheca 3.1 Tcheca 
-109 (G→T) HBG2:c.-162A>C Grega 4.1 Grega 
-37 (A→T) HBG2:c.-90A>T  2.3 Holandesa 
Gene HBG1     
-211 (C→T) HBG1:c.-264C>T Venezuelana 2.7-6.3 Africana 
-202 (C→T) HBG1:c.-255C>T  1.6-3.4 Africana 
-201 (C→T) HBG1:c.-254C>T  10.2 Grega 
-198 (T→C) HBG1:c.-251T>C Inglesa 3.5-12 Inglesa 
-196 (C→T) HBG1:c.-249C>T Italiana 14-21 Italiana, Chinesa 
-195 (C→G) HBG1:c.-248C>G Brasileira 4.5-7.0 Brasileira 
-175 (T→C) HBG1:c.-228T>C Negra 36-41 Africana 
-158 (C→T) HBG1:c.-211C>T Grega 2.9-5.1 Grega 
-117 (G→A) HBG1:c.-170G>A Grega 7.1-19 Grega, Italiana, 
Africana 
-114 to -102 
(13bp) 
HBG1:c.-167_-155del 
CAATAGCCTTGAC 
Deleção de 
13pb da 
Georgia 
30-32 Africana 
-114 (C→T) HBG1:c.-167C>T  3-6.5 Africana 
 
 
As mutações das PHHFs não-delecionais Mendelianas incluem mutações de 
nucleotídeo único e pequenas deleções em três regiões dos promotores dos genes de globina-
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γ: 1) posições -114 a -117; 2) -175; e 3) posições -195 a -202. Essas regiões coincidem com 
sítios de ligação à fatores de transcrição ubíquos e eritroide-específicos, o que parece ser a 
causa provável do incremento da expressão dos genes de globina-γ e consequente aumento 
nos níveis de HbF nos portadores dessas alterações (Wood, 2011; Giardine et al., 2011). 
Indivíduos heterozigotos para essas mutações apresentam níveis variados de HbF, 
sendo as mutações na posição -175 associadas aos maiores níveis de HbF. Esses indivíduos 
apresentam características hematológicas normais, incluindo níveis de produção de células 
vermelhas e balanço na síntese de cadeias globínicas alfa e não-alfa. 
A mutação de ponto T→C na posição -175, tanto no promotor do gene HBG1 
quanto no gene HBG2 estão associados ao fenótipo pancelular de HbF. Essa região do DNA 
contém uma sequência de oito nucleotídeos na qual se liga o fator de transativação ubíquo 
OCT-1. Além disso, essa sequência consenso no gene HBG1 é flanqueada por sequências 
consenso de ligação ao fator eritroide específico GATA-1. A mutação de ponto no sítio -175 
afeta o nucleotídeo presente na região de sobreposição dos sítios de ligação aos fatores de 
transcrição OCT-1 e GATA-1 (McDonagh et al., 1991; Magis e Martin, 1995). Contudo, a 
relevância desses efeitos in vitro para o fenótipo de PHHF permanecem desconhecidos.  
Nos genes da globina-γ, o CCAAT box, um conhecido elemento de regulação 
presente em diversos genes, está duplicado e a mutação da ndPHHF do tipo Grega (-117 
G→A, no gene HBG1) está a duas bases de distância upstream do CCAAT box presente no 
promotor do gene da globina-γA. Essa mutação interrompe uma sequência pentanucleotídica 
YYTTGA (Y=pirimidina), imediatamente upstream da sequência CCAAT, altamente 
conservada nos genes fetal e embrionário em todos os animais. Essa mutação afeta a ligação 
dos fatores de transcrição GATA-1 e NFE-3 ao CCAAT box, bem como interrompe a ligação 
do fator de transcrição DR-1, associado ao silenciamento do gene de globina-γ (Filipe et al., 
1999; Tanimoto et al., 2000). 
Na ndPHHF tipo Brasileira, a mutação -195 C→G foi identificada na região 
promotora do gene HBG1 por Costa e colaboradores em 1990, através do estudo de um 
paciente caucasoide portador de esferocitose hereditária e esplenectomizado, com níveis de 
HbF de 7% (13,9% de cadeias γG e 86,1% de cadeias γA). Dois irmãos desse paciente também 
apresentavam aumento de HbF (4,5% e 4,7%) com predomínio de cadeias γA sem, entretanto, 
serem portadores de esferocitose. Em 2003, Takahashi e colaboradores mostraram que esta 
única substituição C→G na posição -195 do gene HBG1 é capaz de causar aumento da 
expressão do gene repórter da luciferase em três diferentes linhagens celulares (K562, HEL e 
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293), apenas na presença de parte do elemento de regulação HS2 do LCR (Takahashi et al., 
2003). Através de análise de interação DNA–proteína, estes mesmos autores demonstraram 
que o aumento na síntese de HbF na ndPHHF-B não é mediado pela proteína Sp1 e nem cria 
um novo sítio CACCC box (Takahashi et al., 2003), diferentemente do que ocorre na 
ndPHHF tipo Inglesa (HBG1; -198 T→C) apesar de ambas apresentarem aumento similar 
nos níveis de HbF em indivíduos heterozigotos. Um estudo in vivo, com camundongos 
transgênicos portadores da mutação -195 C→G no gene HBG1, mostrou que essa mutação, 
em conjunto com todo o grupamento da globina β, é suficiente para elevar os níveis de HbF 
em todas as fases de desenvolvimento dos camundongos transgênicos em comparação aos 
camundongos portadores do grupamento da globina β selvagem (Cunha et al., 2009). 
Contudo, o mecanismo molecular específico envolvido na reativação do gene HBG1 na 
ndPHHF tipo Brasileira ainda não está elucidado. 
Em estudo anteriormente realizado no Laboratório de Hemoglobina e Genoma do 
Hemocentro de Campinas, foi observado que a presença da mutação C→G na posição -195 do 
promotor do gene HBG1, característica da PHHF não delecional tipo Brasileira, interrompe o 
sítio de ligação ao DNA do fator de transcrição YY1, diminuindo a sua interação, e cria um 
novo sítio, o domínio central de ligação ao PAX1, permitindo sua interação com o promotor 
do gene HBG1, o que possivelmente reativa a expressão desse gene e aumenta a produção de 
HbF na fase adulta (Figura 7; Roversi, 2011). Estes resultados forneceram as primeiras 
evidências in vitro para o provável mecanismo molecular de reativação do gene HBG1 na 
PHHF não delecional tipo Brasileira. Contudo, o papel destes fatores de transcrição na 
reativação de HbF ainda não está elucidado. Dessa forma, uma das propostas deste trabalho 
foi dar continuidade à avaliação do papel dos genes YY1 e PAX1 no processo de regulação da 
expressão do gene HBG1 in vitro. 
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Figura 7. Representação esquemática do mecanismo molecular proposto para a reativação do gene HBG1 
na PHHF não delecional tipo Brasileira. (A) No promotor selvagem do gene HBG1, o fator de transcrição 
YY1 liga-se na sequência cis (CCAC) localizada entre as posições –195 e –192, reprimindo a expressão desse 
gene. (B) A presença da mutação de ponto C→G na posição –195 desse promotor, característica da PHHF não 
delecional tipo Brasileira, interrompe esse sítio de ligação ao DNA e cria um novo, TTCCGC, que é o domínio 
central de ligação do PAX1, permitindo a interação do PAX1 com o promotor do gene da HBG1, possivelmente 
reativando a expressão desse gene e aumentando a produção de HbF (Adaptado de Roversi, 2011).  
 
 
O gene Yin Yang 1 (YY1), com extensão de 40.270 pares de base (pb), está 
presente na região 14q32.2 (Yao et al., 1998) e é formado por cinco éxons altamente 
conservados. Por meio de splicing alternativo, o gene YY1 humano codifica oito isoformas de 
proteínas diferentes. O YY1 é um fator de transcrição ubíquo e multifuncional do tipo dedo de 
zinco (também conhecido como δ, NF-E1, UCRBP e CF1) e membro do grupo Polycomb 
(PcG) de proteínas, um grupo de genes receptores homeobox com papel crítico na 
hematopoese e controle do ciclo celular (Gordon et al., 2006). 
O YY1 tem papel fundamental nos processos biológicos normais como a 
embriogênese, e a diferenciação, replicação e proliferação celular, exercendo a função de 
iniciar, ativar ou reprimir a transcrição, dependendo do contexto em que se liga ao promotor 
dos genes envolvidos nesses processos (Gordon et al., 2006). Também já foi relatado que o 
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YY1 possa agir como repressor dos genes das globinas ε e γ (Zhu et al., 1999; Raich et al., 
1995). 
Os genes da família PAX (paired box genes) são altamente conservados e estão 
envolvidos no controle do desenvolvimento, codificando fatores de transcrição que atuam no 
padrão de formação durante a embriogênese dos vertebrados (McGaughran et al., 2003). 
O PAX1 (paired box gene 1), localizado na região 20p11.22 (Staplenon et al., 
1993), extende-se por 12.828 pb e é formado por cinco éxons. Por splicing alternativo, este 
gene codifica duas isoformas de proteínas que diferem entre si na porção C-terminal. O gene 
PAX1 de camundongos codifica uma sequência proteica específica de ligação ao DNA com 
propriedades de ativação da transcrição (Deutsch et al., 1988; Chalepakis et al., 1991). Smith 
& Tuan (1994) detectaram a expressão de PAX1 na coluna vertebral de fetos humanos com 
idade de sete a oito semanas, mas não nos fetos com dez a doze semanas de idade. Assim, os 
autores sugeriram que este gene possa ser importante na formação correta dos segmentos da 
coluna vertebral em humanos. Até o momento, não há relatos na literatura do envolvimento 
do gene PAX1 na regulação de quaisquer genes das globinas ou em processos 
hematopoéticos/eritropoéticos. 
 
 
1.3.2. Regulação dos genes das globinas 
A regulação dos genes das globinas localizados no grupamento da globina β 
envolve a interação entre elementos regulatórios cis, que correspondem às sequências 
localizadas dentro, ao redor ou distantes dos genes, tais como promotores, acentuadores, 
silenciadores e fatores de transcrição (Bank, 2006). A expressão dos genes do grupamento β é 
controlada por uma região denominada Locus Control Region (LCR), formado por 5 sítios 
hipersensíveis à DNase I (HSs) distribuídos em uma região de 30 a 60 kb upstream do gene 
HBB (Figura 8). Estudos envolvendo ensaios de transientes e estáveis, bem como 
camundongos transgênicos, sugerem que o LCR não somente promove a transcrição gênica 
como também atua na atividade de abertura da cromatina (Bulger e Groudine, 1999). O LCR 
atua adaptando-se ao promotor de cada um dos genes, em períodos específicos do 
desenvolvimento, levando à formação de cada um dos tipos de hemoglobinas 
(Stamatoyannopoulos e Grosveld, 2001). Os promotores dos genes das globinas ε, γ, δ e β 
diferem entre si na presença de sítios distintos para a ligação de proteínas regulatórias, 
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resultando na diferença de expressão desses genes durante os estágios de desenvolvimento 
humano normal (Forget, 2001). 
 
 
 
 
Figura 8. Diagrama do locus β humano. Disposição dos genes das globinas do tipo β, localização do LCR, 
formado por 5 regiões HSs, e o sítio HS1, localizado na porção 3’ do cluster.  
 
 
Muitos estudos têm demonstrado a relação de fatores de transcrição ubíquos ou 
estágio específicos no switching das globinas do grupamento β, indicando seu potencial como 
alvos terapêuticos no tratamento de hemoglobinopatias-β. Foi demonstrado que o fator de 
transcrição B-cell CLL/lymphoma 11A (BCL11A) age como um repressor da expressão de 
HbF, interagindo com inúmeros co-repressores no locus de globina-β levando a 
reconfiguração da cromatina nessa região (Xu et al., 2013; Sankaran et al., 2008). O 
knockdown de Krüppel-like factor 1 (KLF1) induz a expressão de globina-γ em células 
progenitoras eritroides adultas humanas e murinas (Zhou et al., 2010). Uma vez que o gene 
KLF1 é também um ativador direto de BCL11A, esse gene pode ter um papel crucial no 
switching de expressão de HBG para HBB, pela ativação direta de HBB e silenciamento 
indireto dos genes da globina-γ via ativação de BCL11A (Zhou et al., 2010). Além disso, 
muitas mutações no gene KLF1 foram associadas ao aumento dos níveis de HbF (Borg et al., 
2010 & 2011). A expressão forçada dos orphan nuclear receptor TR2/TR4 aumentam a 
expressão de HbF em células eritroides adultas e melhoram muitas das características 
fisiopatológicas da AF em camundongos falciformes humanizados (Campbell et al., 2011). 
Ademais, muitas das mutações de PHHF direta ou indiretamente afetam a ligação de fatores 
de transcrição à região promotora dos genes HBG. Por exemplo, GATA-1 é um repressor 
constitutivo do complexo repressor GATA-1-FOG-1-Mi2β que se liga aos motivos GATA -
567 globina-γG/-566 globina-γA (Harju-Baker et al., 2008; Costa et al., 2012b; Chen et al., 
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2008). Mutações de ponto nesses sítios alteram os motivos de ligação ao GATA-1, 
aumentando os níveis de HbF in vitro e in vivo (Harju-Baker et al., 2008; Costa et al., 2012b; 
Chen et al., 2008).  
Dessa forma, o presente estudo tem como intuito elucidar alguns dos mecanismos 
moleculares envolvidos na PHHF não delecional. Os estudos da regulação gênica em modelos 
animais e células em cultura eritroide são de grande importância para a melhor compreensão da 
eritropoese e do switching de hemoglobina, podendo auxiliar no desenvolvimento de novas 
terapias baseadas na reativação do gene HBG1 que possam ser empregadas no tratamento das 
hemoglobinopatias-β. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1. Objetivos gerais 
Estudar os genes potencialmente envolvidos na regulação do gene HBG1 na 
PHHF não delecional 
 
 
2.2. Objetivos específicos 
 Na ndPHHF tipo Brasileira: 
 Avaliar o papel do fator de transcrição YY1 como possível repressor da 
expressão do gene HBG1 
 Avaliar o papel do fator de transcrição PAX1 como possível ativador da 
expressão do gene HBG1 
 
 Analisar os fatores de transcrição YY1, PAX1, GATA-1, TAL1, LDB1, MTF-1, 
Mi2, MTA1, LRF, FOG1 e LMO2 que potencialmente se ligam à região 
promotora do gene HBG1 nas mutações de PHHF -117 G→A (tipo Negra), -175 
T→C (tipo Grega) e -195 C→G (tipo Brasileira) comparadas com o promotor tipo 
selvagem em fígado fetal de camundongos β-YAC com 12 e 18 dias pós-
concepção (E12 e E18) e em células dependentes de CID derivadas desses 
animais. 
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3. CASUÍSTICA 
 
 
Para identificação dos tipos de hemoglobinas presentes em amostras de sangue de 
doadores é realizada, rotineiramente, no Laboratório de Hemoglobina e Genoma do 
Hemocentro da UNICAMP, a eletroforese de hemoglobina sob condição alcalina, usando 
acetato de celulose. Nas amostras selecionadas, isto é, com concentração elevada de HbF 
evidenciada na eletroforese, foi realizada quantificação da porcentagem de HbF por HPLC, 
usando o programa α-Thalassemia Short Program (VARIANTTM, Bio-Rad Laboratories, 
EUA). Para indivíduos com aumento significativo nos níveis de HbF, característica dos 
portadores de PHHF, a porcentagem de HbF é superior a 1%, e de HbA2 inferior a 3,5%. Os 
indivíduos controle apresentam porcentagem de HbF inferior a 1%, e de HbA2 inferior a 
3,5%. O genótipo dos portadores de PHHF não delecional tipo Brasileira foi determinado por 
PCR e sequenciamento direto. Um fragmento de 319 pb do promotor do gene HBG1 (posição 
–5 a –324pb) foi amplificado usando primers desenhados numa região não homóloga ao gene 
HBG2 (HBG1 direto 5'–CTCTATGATGGGAGAAGGAAACTAG–3' e HBG1 reverso 5'–
AACTGCTGAAGGGTGCTTCC–3'). A determinação do genótipo foi feita através da análise 
do eletroferograma gerado após sequenciamento, utilizando-se o programa FinchTV 
(Geospiza, EUA) e comparadas com as sequências normais do gene por meio do BLAST no 
servidor NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Foram selecionados seis indivíduos para este estudo, sendo três portadores de 
PHHF não delecional tipo Brasileira e três indivíduos controle, no setor de doação de sangue 
do Hemocentro da UNICAMP. 
Na tabela II estão apresentados os índices hematimétricos, que estão dentro da 
normalidade, dos portadores de PHHF não delecional tipo Brasileira. 
 
Tabela II. Índices hematimétricos dos 3 portadores de PHHF não delecional tipo Brasileira 
incluídos nesse estudo. 
 
Identificação 
HbF 
(%) 
HbA2 
(%) 
HCT 
(%) 
HGB 
(%) 
RBC 
(106 cel/uL) 
MCV 
(fL) 
MCH 
(pg) 
RDW 
(%) 
PHHF 1 9,05 ± 0,55 2,45 ± 0,05 50,00 ± 0 16,75 ± 0,25 5,14 ± 0,04 97,20 ± 0,70 32,50 ± 0,30 13,15 ± 0,25 
PHHF 2 10,55 ± 0,05 2,05 ± 0,15 46,25 ± 2,25 15,60 ± 0,20 5,00 ± 0,11 92,20 ± 2,2 31,15 ± 0,35 12,00 ± 0,2 
PHHF 3 14,15 ± 0,45 2,15 ± 0,05 46,25 ± 7,45 15,35 ± 1,75 4,82 ± 0,69 95,80 ± 1,90 31,95 ± 0,85 11,90 ± 1,00 
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Para a seleção dos indivíduos incluídos nesse estudo, foi realizado 
sequenciamento do DNA genômico da região promotora do gene HBG1. Na figura 9 estão 
apresentados os eletroferogramas do sequenciamento desta região genômica de um indivíduo 
controle e de um indivíduo com PHHF não delecional tipo Brasileira, com a mutação -195 
C→G em heterozigose.  
 
 
 
Figura 9. Eletroferograma do sequenciamento do gDNA. À esquerda, a sequência de gDNA de um indivíduo 
controle, homozigoto para o alelo C. À direita, está a sequência de gDNA do indivíduo com PHHF não 
delecional tipo Brasileira, portador da mutação -195 C→G em heterozigose na região promotora do gene HBG1. 
A seta indica a posição -195 no promotor do gene HBG1. 
 
 
Na tabela III estão apresentados os índices hematimétricos, que se encontram 
dentro da normalidade, dos indivíduos controle recrutados para esse estudo. 
 
 
Tabela III. Índices hematimétricos dos 3 indivíduos controle incluídos nesse estudo. 
 
Identificação 
HbF 
(%) 
HbA2 
(%) 
HCT 
(%) 
HGB 
(%) 
RBC 
(106 cel/uL) 
MCV 
(fL) 
MCH 
(pg) 
RDW 
(%) 
CTRL 1 0,1 2,7 43,7 14,6 5,18 84,4 28,2 13,1 
CTRL 2 0,6 2,7 41,2 14,2 4,55 90.6 31,2 10,4 
CTRL 3 0,2 2,9 48,1 16,2 5,71 84,2 28,4 13,8 
 
 
3.1. Critérios de inclusão 
Os critérios de inclusão para participação no estudo são:  
 Para portadores de PHHF não delecional tipo Brasileira: 
42 
 
 
 
 
 Presença da mutação na posição -195 C→G do promotor do gene HBG1, com 
consequente aumento nos níveis de HbF; 
 Índices hematimétricos normais.  
 Para controles:  
 Ausência da mutação na posição -195 C→G do promotor do gene HBG1; 
 Níveis normais de HbF (até 1,0%);  
 Índices hematimétricos normais.  
 
3.2. Critérios de exclusão  
Os critérios de exclusão para participação no estudo para ambos os grupos são: 
 Indivíduos portadores de hemoglobinopatias ou quaisquer outras alterações 
hematológicas. 
 
 
3.3. Aspectos éticos da pesquisa 
O protocolo de pesquisa segue as determinações estabelecidas pelo Conselho 
Nacional de Saúde (resoluções 196/96 e 340/04) e possui aprovação do Comitê de Ética em 
Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, sob o n° 254.694. 
Os pacientes selecionados para o estudo são informados sobre os objetivos e 
métodos da pesquisa, podendo ou não aceitar participar da mesma, sem constrangimento ou 
modificação de sua assistência médica. Os indivíduos que aceitarem participar da pesquisa 
deverão assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1. Separação de células CD34+ 
Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo heparina lítica 
e processadas imediatamente após a coleta. As amostras foram posteriormente diluídas (na 
proporção 1:2; v:v) em solução PBS+BSA+ACD e colocadas em gradiente de Ficoll-Hypaque 
(Amersham Biosciences, Suécia) por 30 min. A camada de células mononucleares da 
interface do gradiente foi coletada e o isolamento das células CD34+ foi realizado utilizando 
o kit Indirect CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotech Inc., EUA). 
  
 
4.2. Cultura de células progenitoras eritroides humanas 
As células CD34+ foram cultivadas em meio de cultura eritroide MSSe, que é 
composto pelo meio Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM; Invitrogen Corporation, 
EUA), L-glutamina (Invitrogen), alfa-tioglicerol (Sigma Aldrich, EUA), 0,01% fungizona 
(Invitrogen), 1% penicilina/estreptomicina (Invitrogen). A cultura foi suplementada com 30 
ng/mL de interleucina-3 (IL-3; R&D Systems, EUA), 2 U/mL de eritropoetina (EPO; Vetter 
Pharma Fertigund GmbH, Alemanha), 10% de soro fetal bovino (SFB; Invitrogen) e 50 
ng/mL de stem cell factor (SCF; R&D Systems), à 37°C e atmosfera úmida com 5% de CO2 
por 7 dias (Fase I). Após esse período as células foram transferidas para o meio de Fase II, em 
meio eritroide (MSSe) suplementado com 30% de FBS, 2 U/mL de EPO, 30 ng/mL de IL-3 e 
50 ng/mL de SCF e cultivadas por mais seis dias. A caracterização das células desse método 
de cultura está apresentada na figura 10. 
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Figura 10. Maturação eritroide das células coletadas nos dias 7, 10 e 13 de cultura de células progenitoras 
eritroides humanas. Os dot plots de citometria de fluxo, mostram no eixo das abscissas a marcação anti-
receptor de transferrina (marcador de células eritroides jovens) e o eixo das ordenadas a marcação anti-
glicoforina A (marcador de células eritroides maduras). O quadrante superior direito indica marcação dupla para 
ambos os anticorpos. No 7° dia de cultura, há a presença de proeritroblastos. Nas amostras coletadas no 10° dia 
de cultura, observamos a presença de eritroblastos basófilos (indicados pelas setas). Já no 13° dia de coleta, 
encontramos eritroblastos ortocromáticos, reticulócitos e núcleo em extrusão (Adaptado de Lanaro, 2007) 
 
 
Para os ensaios de transdução, como é necessário um grande número de células, 
outro método de cultura, com duas fases, sendo a primeira a fase de expansão e a segunda de 
diferenciação, foi padronizado. As células CD34+ foram cultivadas de acordo com Mahajan e 
colaboradores (2009) no meio de expansão (Fase I) StemSpan™ SFEM (StemCell 
Technologies, EUA) suplementado com StemSpan™ CC100 (StemCell Technologies) por 
sete dias. As células então foram transferidas para o meio de diferenciação (Fase II) em meio 
StemSpan™ SFEM suplementado com 20 ng/mL de SCF, 5ng/mL de IL-3, 2μM de 
dexametasona, 0,2 μM de estradiol e 2 U/mL de EPO em atmosfera úmida com 5% de CO2 a 
37°C. As células foram mantidas na concentração de 0.5 a 0.65x106 células/mL de meio de 
cultura. 
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4.3. Cultura de células das linhagens humanas K562 e KU812 
Culturas contendo 1x107 células por 75cm2 das linhagens celulares humanas 
eritroleucêmicas K562 e KU812 obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, EUA) 
foram mantidas em garrafas com meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), para as 
células K562, ou Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), para as células KU812, 
suplementados com 10% de FBS, 1% penicilina/estreptomicina e 0,01% fungizona em 
atmosfera úmida a 37ºC e 5% de CO2. 
 
 
4.4. Camundongos transgênicos β-YAC 
Os camundongos transgênicos β-YAC foram gerados utilizando cromossomo 
artificial de levedura (yeast artificial chromosome, YAC) contendo 213 Kb do locus da β-
globina humana. Esse YAC contém um inserto de 187 Kb humano contendo os 82 Kb da 
sequência completa do locus de globina-β, abrangendo desde a região 5’HS4 do LCR até a 
região 3’HS1, aproximadamente 20 Kb downstream do gene da globina-β (Figura 11). A 
transformação dos camundongos foi realizada pela recombinação homóloga “pop-in”, “pop-
out” em levedura, rastreamento dos clones positivos de leveduras, purificação dos YACs, 
transgenia em camundongos, e análise estrutural e determinação de número de cópias dos 
transgenes nos YAC (Costa et al., 2012b). O plasmídeo integrativo de levedura (yeast-
integrating plasmid, YIP) pRS406 contendo um fragmento de 5.4 Kb do gene de globina-Aγ 
SspI-marcado (Aγm) (GenBank file U01317, coordenadas 38,683-44,077) foi mutado 
utilizando o Quick Change Site-Specific Mutagenesis Kit (Stratagene, EUA) para introduzir 
as mutações -117 G→A PHHF-tipo Grega, -175 T→C PHHF-tipo Negra ou -195 C→G 
PHHF-tipo Brasileira. A presença das mutações foi confirmada por análise da sequência de 
DNA de fragmento amplificado por PCR contendo a região da mutação.  
Fígados de fetos de 12 e 18 dias pós-concepção (E12 e E18) foram dissecados e 
suspensões de células únicas foram preparadas para os experimentos de imunoprecipitação de 
cromatina. 
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Figura 11. Locus de globina-β humano de 213 kb, inserido em cromossomo artificial de levedura (β-YAC). 
Upstream ao gene HBE (globina-ε) está localizado o LCR, definido como um set de quatro sítios eritroide 
específicos hipersensíveis a DNase I (5' HS). Outra região HS, denominada 3' HS1, está presente à ~20 kb da 
região 3' do gene HBB (globina-β). Também estão presentes nesse construto, o gene TRP1 de levedura, origem 
de replicação, ARS1 (sequência de replicação autônoma), um centrômero, CEN1, o gene LYS2, e um cassete 
marcador de seleção de mamífero, MMTneo, que codifica G418. Dois sítios de restrição para a enzima EcoRI e 
quatro para a SfiI relevantes na geração e caracterização estrutural desse YAC estão indicados. No quadro 
expandido do mapa do YAC, estão especificadas a posição e a troca de nucleotídeos das mutações de PHHF 
incluídas nesse estudo. 
 
 
4.5. Células de camundongos transgênicos β-YAC dependentes de CID 
Camundongos transgênicos β-YAC com a sequência controle e com as mutações -
117 G→A, -175 T→C e -195 C→G foram usados para a geração das células de medula óssea 
(Blau & Peterson, 2006). A substância 5-fluorouracil (150 mg/kg) foi injetada 
intraperitonealmente nos camundongos transgênicos β-YAC e após 48 h, as células da medula 
óssea foram coletadas e cultivadas em meio DMEM suplementado com 16% de FBS 
(Hyclone; EUA), 5% IL-3 murina (Peprotech; USA), 100 ng/mL de IL-6 humana (Peprotech), 
e 50 ng/mL de SCF murino (Peprotech) a 37°C em atmosfera úmida e 5% CO2. Após esse 
período de pré-estímulo, as células foram transferidas para células GPE86 (irradiadas a 1,500 
centigrays) produtoras de retrovírus, contendo F36V-modificado derivado de FKBP12 
fusionado à porção intracelular do receptor mpl de trombopoetina, bem como o gene de 
resistência a neomicina controlado separadamente pelo promotor de fosfoglicerato quinase 
(PGK) (Jin et al., 1998). As transduções foram realizadas utilizando os mesmos fatores de 
crescimento do pré-estímulo, com a adição do polibreno (8 ug/mL; Sigma). Após 48 h, as 
células foram lavadas e colocadas em cultura na presença do indutor químico de dimerização 
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(chemical inducer of dimerization, CID) AP20187 (100 nmol/L; Ariad Pharmaceuticals, 
EUA) em IMDM suplementado com 10% de FBS e penicilina/estreptomicina. Na presença do 
CID, homodímeros são gerados e o sinal de proliferação gerado mantem a população de 
células indefinidamente, contanto que o CID esteja presente (Figura 12).  
 
 
Figura 12. Tecnologia de dimerização utilizada para estabelecer as populações proliferativas de células 
dependentes de CID. O sinal de proliferação é ativado pela adição do indutor químico de dimerização (CID 
AP20187). O CID AP20187 catalisa a dimerização ligando-se aos domínios de dimerização (FKBP12) nas 
moléculas vizinhas. A dimerização produz um sinal de proliferação proveniente das sequências dos receptores 
homodimerizados (domínio de sinalização do receptor de citocina Mpl). Nesse sistema também está presente o 
domínio de miristoilação derivado do protooncogene c-src, que encaminha as moléculas para membrana celular 
interna, e um epítopo que pode ser utilizado para estudos de expressão e localização celular utilizando anticorpo 
epítopo-específico (adaptado de Blau & Peterson, 2006). 
 
 
4.6. Imunoprecipitação de Cromatina (ChIP) 
Células progenitoras eritroides primárias humanas, células dependentes de CID e 
suspensões de células únicas de fígado fetal de 12 e 18 dias pós-concepção (E12 e E18) de 
camundongos transgênicos β-YAC tipo selvagem e com as mutações -117 G→A HPFH, -
175 T→C HPFH e -195 C→G HPFH β-YAC foram utilizados nesse experimento. O cross-
link das proteínas nucleares com o DNA foi realizado pela incubação com paraformaldeído 
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1% por 10 min a temperatura ambiente. A reação foi parada com adição de glicina 125 mM e 
a cromatina foi sonicada em fragmentos entre 200 e 1000 pb. Assim, procedeu-se para a 
imunopreciptação utilizando os anticorpos contra os fatores de transcrição YY1, PAX1, 
GATA-1, TAL1, LDB1, MTF-1, Mi2, MTA1, LRF, FOG1 (Santa Cruz Biotechnology, 
EUA) e LMO2 (R&D Systems, EUA) e os anticorpos de controles isotipos de 
imunoglobulina G (IgG; Santa Cruz Biotechnology), overnight a 4°C. As amostras de 
cromatina foram então incubadas por 4 h a 4°C com as beads magnéticas. Os 
imunoprecipitados foram lavados, o cross-link foi revertido e o DNA genômico foi 
purificado pelo método de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico. O recrutamento dos fatores 
de transcrição foi acessado por qPCR, utilizando par de primers específicos para a região 
promotora do gene de globina-γ (HBG1 direto 5'–AAACTGGAATGACTGAATCGG–3' e 
HBG1 reverso 5'–GGAGTTTAGCCAGGGACCG–3'). 
 
 
4.7. Nucleofecção e silenciamento gênico por siRNA 
Para cada nucleofecção com siRNA (Trilencer-27 Human siRNA; Origene), 
contendo 3 duplexes de siRNA de 27 mer contra o YY1 RNAm, foi incluído um grupo 
controle transfectado com o siRNA controle scrambled (Trilencer-27 Universal Scrambled 
Negative Control siRNA Duplex, Origene). As nucleofecções foram realizadas em células 
progenitoras eritroides humanas, no dia 11 de cultura, utilizando o Human CD34 Cell 
Nucleofector® Kit (Lonza, EUA), de acordo com as instruções do fabricante, no equipamento 
Nucleofector™ 2b Device (Lonza) com o programa U-008. O plasmídeo pMaxGFP (1 ug) foi 
incluído para monitorar a eficiência de transfecção. Depois da nucleofecção, as células foram 
cultivadas no meio de cultura de fase II por mais três dias e amostras foram coletadas para 
análise 48h e 72h pós-transfecção (Liu et al., 2013). Na figura 13, está a representação 
esquemática da via de processamento de siRNA em mamíferos. 
 
  
4.8. Transdução com lentivírus e silenciamento gênico por shRNA 
Para a transdução do plasmídeo contendo a molécula interferente para os genes de 
interesse por meio de lentivírus foi utilizado o kit shRNA (h) Lentiviral Particles (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., EUA) em cultura de células das linhagens eritroleucêmicas K562 e 
KU812. As partículas lentivirais estão prontas para o silenciamento do gene de interesse, pois 
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são providas de 3 a 5 construções plasmidiais com inserto de sequências-alvo específicas. 
Tais insertos são formados por 19 a 25 nucleotídeos para o silenciamento do gene de 
interesse. Na figura 13, está a representação esquemática da via de processamento de shRNA 
em mamíferos. Da mesma forma, as partículas controle apresentam o mesmo plasmídeo, 
porém sem o inserto interferente. Para o processo de transdução foi utilizado o meio DMEM 
ou RPMI (Gibco BRL Life Technologies, EUA) suplementado com 10% de FBS e o reagente 
polibreno (3 µg/mL), para a melhor interação entre as partículas virais e as células, e foi feita 
a espinoculação. Assim, as células foram incubadas overnight em estufa a 37°C e 5% de CO2, 
e em seguida lavadas para remoção das partículas virais livres e do polibreno. As células 
então foram ressuspendidas em 500 µL de meio de cultura, sendo deixadas na estufa a 37°C 
com 5% de CO2 por 72 h. Após esse período, a seleção das células transduzidas foi iniciada 
com adição de puromicina a 2 μg/mL no meio de cultura. 
Para as células CD34+, a transdução foi realizada de acordo com Lee e 
colaboradores (2015), utilizando tanto com as partículas lentivirais comerciais MISSION® 
shRNA Lentiviral Transduction Particles (Sigma Aldrich) como com lentivírus produzidos 
com vetores pGFP-C-shLenti (Origene, EUA), ambos contendo o gene repórter GFP (green 
fluorescent protein) e o gene de resistência à puromicina. No dia 3 de cultura, 300.000 células 
foram ressuspendidas na concentração de 2.000 células/μL no meio de cultura da fase I 
contendo as partículas lentivirais (MOI entre 5 e 15). Depois de 24 h, as células foram 
ressuspendidas em 4 mL do meio de cultura da fase I contendo 0,7 μg/mL de puromicina. No 
dia 7 de cultura, as células foram transferidas para o meio de cultura de fase II, sem adição de 
puromicina, e mantidas nessas condições até o 14 dia.  
Nesses experimentos, para cada transdução, foram incluídos um grupo de células 
transduzidas com partículas lentivirais contendo shRNA com sequência que tenha como alvo 
nenhum gene em mamíferos (sequência scrambled), um grupo transduzido com partículas 
virais vazias, ou seja, sem nenhuma sequência de shRNA, e um grupo controle para seleção 
da puromicina, com células não transduzidas. A morte total desse último grupo foi avaliada 
por coloração de azul de Tripan (0,4% w/v, Gibco) para que a seleção de puromicina fosse 
comprovada.  
Para verificar se somente a diminuição da interação do fator de transcrição YY1 é 
suficiente para aumentar os níveis transcricionais de HBG1 e, assim, aumentar a produção de 
HbF, ou se também é necessária a interação de PAX1 no promotor do gene HBG1 para 
reativá-lo, o silenciamento foi realizado da seguinte forma: 
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 Em células CD34+ de indivíduos controle: 
 Silenciar o gene YY1 para verificar se há aumento da expressão de HBG1 e 
produção de HbF, como observado na PHHF não delecional tipo Brasileira. 
 
 Em células CD34+ de indivíduos com PHHF não delecional tipo Brasileira: 
 Silenciar o gene PAX1 para verificar se há diminuição da expressão de HBG1 
e da produção de HbF. 
 
 
Figura 13. Silenciamento gênico mediado por shRNA e siRNA. A molécula interferente pode ser inserida na 
célula tanto na forma de siRNA sintético (duplex), quanto na forma de shRNA. O shRNA é processado pela Dicer, 
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e o duplex de siRNA gerado associa-se à proteína Argonauta dentro do precursor do complexo de silenciamento 
induzido por RNAi (pre-RISC). Uma fita do duplex é removida e o complexo RISC maduro, contendo a fita 
guia, direciona o complexo para o RNAm alvo, associando-se a ele para o silenciamento pós-traducional, 
clivando o RNAm (Adaptado de Davidson et al., 2011 e GEN, 2006). 
 
 
4.9. Citospin e coloração de Leishman 
A morfologia das células foi analisada através de lâminas de citospin coradas com 
Leishman. Um total de 2x104 células ressuspendidas em 100 uL foi utilizada para cada lâmina 
de citospin, e a centrifugação foi realizada a 3000 rpm por 3 min em citocentrífuga (CT-2000; 
Cientec, Belo Horizonte, BRA). As lâminas foram secadas ao ar e então coradas com corante 
de Leishman para posterior captura de imagens com o microscópio Olympus IX81 (Olympus 
Optical, Tóquio, JPN). 
 
 
4.10. Citometria de fluxo 
A diferenciação eritroide foi acompanhada utilizando os anticorpos de superfície 
celular anti-receptor de transferrina (CD71; Invitrogen): marcador de células eritroides jovens 
e anti-glicoforina A (CD235a; Invitrogen): marcador de células eritroides maduras. Para a 
detecção citoplasmática de HbF durante o processo de diferenciação eritroide, foi utilizado o 
anticorpo anti-HbF (Invitrogen) e o kit de permeabilização das membranas citoplasmáticas e 
fixação das células Fix & Perm Cell Permeabilization Kit (Invitrogen). As células marcadas 
foram analisadas no citômetro de fluxo FACScalibur (Becton-Dickinson, EUA). 
 
 
4.11. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência-Espectrometria de 
Massas (CLAE-EM) 
A CLAE-EM fez-se necessária para identificação das cadeias globínicas humanas 
e murinas em amostras de camundongos transgênicos. Cada amostra de sangue foi coletada 
em tubos contendo o anticoagulante EDTA. Após centrifugação, os pellets de hemácias foram 
coletados e lavados três vezes com solução de NaCl 0.9% (w/v) antes da lise por vórtex em 30 
l de água deionizada e 12 l de CCl4 puro. A fase aquosa contendo as hemoglobinas foi 
coletada por centrifugação (20,000 x g, 10 min, 4C), filtrada e analisada por CLAE-EM. 
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As análises de CLAE foram feitas no Acquity Classic UPLC System (Waters, 
Milford, MA, EUA). Amostras de camundongo, humano e padrões comercias de globinas 
humanas (10 µl) foram inicialmente corridas em 95% do solvente A (0.05% ácido 
trifluoroacético – TFA – em água deionizada), 5% do solvente B (0.05% TFA em 7:3 
acetonitrila: isopropanol) na coluna Sigma-Aldrich Supelco BIOshell C4 3.4u 2.1mm x 150mm 
400A RP-HPLC (Sigma-Aldrich). As cadeias globínicas foram resolvidas em gradiente 
programado (500 µl/min) com os solventes A e B (95% solvente A, 5% solvente B por 0-4 
min; 65% solvente A, 35% solvente B por 4-19 min; 50% solvente A, 50% solvente B por 19-
19.5 min; 100% solvente B por 19.5-22 min e; 95% solvente A, 5% solvente B por 22-25 
min). O efluente da coluna foi dividido de forma desigual (pós-coluna) entre o espectrômetro 
de massas híbrido de tempo de voo (150 µl/min), equipado com eletrospray; e o descarte de 
solvente (350 µl/min). Os espectros de fragmentos iônicos positivos (scans de 1 s) foram 
adquiridos entre as massas de 250 a 2500 m/z, e simultaneamente foram coletados os dados 
de correção de lock-mass (para correção pós-aquisição) usando o sprayer auxiliar Synapt 
HDMS para introduzir (scans de 1 s) o peptídeo encefalina leucina (YGGFL) a cada 30 s. O 
espectro de cluster de íons NaI foram coletados sob as mesmas condições e usados para 
executar o tempo de calibração de massas. 
As funções e aquisição de dados do equipamento foram controladas utilizando o 
software Waters Mass Lynx 4.1 (SCN 872). A identificação das espécies de hemoglobina 
residentes em cada pico foi determinada usando o algoritmo Mass Lynx MaxEnt 1 para a 
deconvolução dos espectros multi-carregados ESI associados com cada pico do espectro e 
para determinar o espectro de carga zero para a molécula que gerou o pico cromatográfico. A 
quantificação de cada espécie de hemoglobina foi realizada por integração manual da área sob 
a corrente iônica total dos picos cromatográficos usando o software Mass Lynx. 
 
 
4.12. Extração de RNA total 
As amostras de RNA foram extraídas com o kit comercial Rneasy Mini Kit 
(Qiagen) segundo as instruções do fabricante. A integridade das amostras foi verificada por 
eletroforese em gel desnaturante de agarose a 1,2%, sendo as amostras armazenadas em 
freezer -80°C. 
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4.13. Síntese de cDNA 
A fita-molde de cDNA foi obtida através de reação de transcrição reversa, com o 
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, EUA). Os 
cDNAs obtidos foram utilizados nas reações de PCR quantitativo em tempo real. 
 
 
4.14. PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 
As reações de PCR foram preparadas com o reagente SYBR® Green PCR Master 
Mix® (Applied Biosystems – Life Technologies Corp., EUA) e a detecção de amplificação 
em tempo real foi realizada no equipamento Step One Plus® (Applied Biosystems). As 
amostras foram amplificadas em duplicata, com o uso de controles negativos para cada primer 
com poços contendo água estéril em substituição à amostra. O método de 2(-ΔΔCT) foi 
empregado para calcular a expressão relativa dos genes alvos, que foi normalizada pela 
expressão dos genes endógenos RPL13 (Ribosomal protein L13) e RPLP0 (Ribosomal protein 
lateral stalk subunit P0) para as diferentes amostras. 
 
 
4.15. Ensaio de proteção de ribonuclease (EPR) 
Amostras de RNA total isoladas de sangue de camundongos transgênicos β-YAC 
foram utilizadas para detecção do RNAm de globinas humanas e murinas por ensaio de 
proteção de RNase descrito por Peterson et al., 2012. Sondas de RNA antissenso foram 
preparadas com o MaxiScript II kit (Ambion, Austin, EUA). Os DNAs usados para preparar 
as riboprobes para quantificar as globinas murinas α e γ, e globinas-β foram pT7Moα, 
pT7Aγm(170), e pT7βm (Li & Stamatoyannopoulos, 1994; Li et al., 1997; 
Stamatoyannopoulos et al., 1993). Os níveis expressão de cada globina humana β-like foram 
quantificados como porcentagens da expressão total das globinas humanas β-like, corrigidos 
pelo número de cópias do transgene e dos genes de globinas endógenas murinas {[(Hu γ/β-
YAC número de cópias)/(Mo α/4)] x 100}. Os dados foram coletados com o Cyclone 
phosphorimager e o software de análise OptiQuant (Packard Instruments, Meriden, EUA) e 
apresentados em média e desvio padrão para três experimentos independentes, cada um 
incluindo o RNA total isolado de sangue de dois camundongos transgênicos adultos de cada 
linhagem transgênica. 
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4.16. Análise estatística 
As análises estatísticas foram feitas com o software Prism versão 5 (GraphPad, La 
Jolla, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Quando 
comparados dois grupos (controle e portadores de PHHF não delecional tipo Brasileira), foi 
utilizado teste t de Student para dados não pareados. Quando necessário foi utilizada análise 
de variância, seguida de teste para comparação múltipla de médias. Foi adotado o nível de 
significância de p<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1. Caracterização dos camundongos transgênicos β-YAC 
Foram utilizadas três linhagens -175 PHHF e duas -195 PHHF de camundongos 
transgênicos β-YAC, bem como uma linhagem -117 PHHF e uma linhagem wild type β-YAC 
utilizadas como controles dos experimentos. As análises de CLAE-EM mostraram que os 
camundongos da linhagem -175 PHHF apresentaram maiores níveis de cadeias de globina-γ 
[média = 25.8% γ/(γ+β)], seguido pelos animais da linhagem -195 PHHF (média = 18.4%; 
tabela II). Os camundongos controle wild type β-YAC não expressam globina-γ, e os 
camundongos controle para PHHF, com a mutação -117 G→A, apresentaram, em média, 
13.8% de cadeias globínicas-γ. A avaliação da expressão do RNAm de globina-γA pelo ensaio 
de proteção de ribonuclease (EPR; figura 14), corrobora com os dados de CLAE-EM; sendo 
γ/(γ+β) de 34%, 12%, 14.1% e 0% para os animais PHHF -175, PHHF -195, PHHF -117 e 
wild type β-YAC, respectivamente (Tabela IV). Os valores relativos dos níveis de mRNA 
determinados por qPCR também se mostraram consistentes com os resultados de EPR (Tabela 
II). 
 
Figura 14. Resultados de EPR das globinas humanas β e γA, e da globina murina α. A expressão desses 
genes das globinas foram analisados nas linhagens de camundongos transgênicos para PHHF -175 #4, -175 #27, 
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-175 #57, -195 #9 e -195 #18, comparados com as linhagens wild type β-YAC (controle negativo) e PHHF -117 
(controle positivo). 
 
 
Tabela IV. Média ± desvio padrão das cadeias globínicas-γ (CLAE-EM) e níveis de RNAm 
(EPR e qPCR), em diferentes linhagens de camundongos transgênicos β-YAC, normalizados 
pelo total de cadeias globínicas-β ou seus níveis de RNAm, respectivamente; [γ/(β+γ)] x 100. 
Os valores de qPCR foram normalizados de acordo com os valores de expressão do RNAm da 
globina-α murina. 
 
    % γ/(β+γ)1 EPR qPCR 
Linhagem de camundongo 
Número de 
cópias do 
transgene 
CLAE-EM EPR 
Expressão de 
globina-γ 
por cópia2 
γ/α3 
-175 #4 2 26,39 ± 2,68 25,33 ± 2,52 13,23 ± 5,88 448 ± 234 
-175 #27 2 20,75 ± 0,88 34,67 ± 4,04 27,80 ± 7,33 1323 ± 147 
-175 #57 1 29,88 ± 2,22 42,00 ± 5,20 22,01 ± 7,59  234 ± 20  
-195 #9 3 15,91 ± 2,08 10,67 ± 1,82 10,19 ± 4,83 245 ± 89 
-195 #18 4 14,67 ± 0,22 13,38 ± 3,49 20,87 ± 10,07 223 ± 32 
-117 (controle positivo) 2 13,75 ± 0,85 14,05 ± 1,05 11,01 ± 3,08 420 ± 76 
Wild type β-YAC (controle negativo) 3 0 0 0 1 ± 0,11 
CLAE-EM = Cromatografia líquida de alta eficiência-espectrometria de massas; EPR = Ensaio de proteção de 
ribonuclease; qPCR = PCR quantitativo em tempo real. 
1Média ± desvio padrão 
2[(Hu γ/número de cópias β-YAC)/(Mo α/4)] x 100; média ± desvio padrão 
3Aumento em “fold” relativo ao wild-type β-YAC 
 
 
A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para determinar a distribuição de 
HbF nos eritrócitos adultos dos camundongos β-YAC transgênicos (Figura 15). Os 
camundongos das linhagens de PHHF -175 #27, -175 #57 e -195 #9, exibiram distribuição 
heterocelular de HbF, enquanto que a linhagem controle de PHHF -117 mostrou distribuição 
pancelular de HbF, como já anteriormente documentado (Costa et al., 2012a). Esses dados 
mostraram-se consistentes com os fenótipos observados em humanos, exceto pela distribuição 
de HbF nas linhagens de PHHF -175, que é pancelular em humanos (Forget, 1998). Os níveis 
de HbF também foram concordantes com os encontrados em humanos, variando de 36-41%, 
4,5-16%, 12-16% e menos de 1% nas PHHF -175 T→C, -195 C→G e -117 G→A, e 
indivíduos controle, respectivamente (Forget, 1998; Roversi, 2011).  
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Figura 15. Análise de citometria de fluxo de células isoladas de amostras de sangue periférico de 
camundongos transgênicos adultos, utilizando anticorpo anti-HbF conjugado à FITC. Cada painel mostra a 
comparação entre as linhagens de PHHF (em azul) e as amostras de camundongos não transgênicos (em 
vermelho). A porcentagem mostrada em cada gráfico indica a população de células que expressaram HbF, após 
subtração dos valores da amostra não transgênica (que não expressa HbF). 
 
 
Os camundongos transgênicos β-YAC refletem temporalmente e espacialmente os 
dois switchings de hemoglobina que ocorrem em humanos (basicamente, síntese de globina-ε 
no saco vitelínico para genes da globina-γ no fígado fetal, e então da expressão de globina-γ 
para expressão de globina-β na medula óssea) durante os aproximadamente 21 dias de período 
de gestação. Além disso, os modelos de camundongos β-YAC de PHHF mostraram níveis 
elevados de globina-γ (tanto transcritos como cadeias) e o padrão de distribuição de HbF 
reflete o encontrado na população humana. Essas características fazem dos modelos de 
camundongos transgênicos β-YAC, ferramentas poderosas para explorar os mecanismos 
regulatórios que governam a expressão de globina-γ. 
 
 
5.2. Análise de ligação de fatores de transcrição no promotor do gene 
HBG1 em células dependentes de CID 
As células dependentes de CID, células imortalizadas derivadas da medula óssea 
dos camundongos transgênicos β-YAC, são bons modelos de estudo da regulação da 
expressão de globina-γ, uma vez que essas células mimetizam o padrão de síntese globínica 
humano (Blau & Peterson, 2006). Assim, também realizamos experimentos de ChIP com essa 
linhagem celular, derivada de células isoladas da medula óssea de camundongos transgênicos 
β-YAC wild type, e portadores da mutação de PHHF -195 C→G. Nesse ensaio, o 
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recrutamento dos fatores de transcrição YY1 e PAX1 foi avaliado. Apesar dos resultados 
mostrarem uma tendência do maior recrutamento de YY1 no promotor da sequência não 
mutada e do maior recrutamento de PAX1 na região promotora com a sequência mutada (-195 
C→G), essa diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 16). 
 
 
 
Figura 16. Análise de ChIP de células dependentes de CID derivadas da medula óssea de camundongos 
transgênicos β-YAC. Para esse ensaio, de células dependentes de CID derivadas da medula óssea de 
camundongos transgênicos β-YAC wild-type e com portadores da mutação de PHHF -195 C→G, utilizando 
anticorpos contra os fatores de transcrição YY1 e PAX1 (N=3).  
 
Esses resultados poderiam ser explicados pela diferença na sequência de 
aminoácidos entre as isoformas das proteínas PAX1 de humano e de camundongo, mas não 
com relação à proteína YY1, cujas sequências são bastante similares entre murinos e 
humanos. Ademais, as células dependentes de CID são isoladas de animais adultos, que no 
caso dos camundongos β-YAC wild type, somente expressam globina-β. Portanto, talvez o 
tratamento das células dependentes de CID com algum agente indutor de HbF como butirato 
ou hemina, e posterior análise por ChIP, poderiam trazer maiores informações a respeito do 
envolvimento desses fatores de transcrição na regulação da expressão de globina-γ. 
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5.3. Análise de ligação de fatores de transcrição no promotor do gene 
HBG1 em células de fígado fetal de camundongos transgênicos β-YAC 
A mutação de ponto C>G identificada na posição -195 do gene HBG1 foi descrita 
por Costa et al. (1990) e está associada a uma moderada elevação dos níveis de HbF em 
indivíduos heterozigotos, variando de 6,0 a 16,0%. Os mecanismos moleculares que regulam 
a expressão do gene HBG1 devido à mutação -195 C→G na sua região promotora, ainda 
permanecem obscuros. Em três linhagens celulares (K562, HEL e HEK293), a mutação -195 
C→G aumenta a expressão do gene da luciferase ligado ao promotor de globina-γ na presença 
do fragmento 5’ hypersensitive site 2 (5’HS2) do LCR (Schreiber et al., 2001; Takahashi et 
al., 2003). Apesar da reativação do gene HBG1 na PHHF não delecional tipo Britânica 
(mutação -198 T>C) ser mediada pelo fator de transcrição SP1, o mesmo não se aplica para a 
mutação -195 C→G (Takahashi et al., 2003). Dados do nosso grupo de pesquisa ainda não 
publicados de bioinformática, SAGE e array DNA-proteína em células humanas primárias 
progenitoras eritroides isoladas de indivíduos controle e com a mutação -195 C→G, indicam 
fortemente o envolvimento dos fatores de transcrição YY1 e PAX1 na regulação da expressão 
do gene HBG1. Com base nesses dados, a reativação do gene da globina-Aγ na PHHF não 
delecional tipo Brasileira parece ser devida à diminuição da ligação de YY1, uma vez que a 
mutação -195 C→G modifica o sítio de ligação à YY1, criando um novo sítio de ligação à 
PAX1, aumentando seu recrutamento na região promotora mutada do gene HBG1. Apesar de 
PAX1 nunca ter sido associado à regulação de quaisquer genes das globinas, já foi mostrado 
que YY1 está envolvido na regulação da expressão de globina-γ. Um sítio de ligação à YY1 
próximo à posição -269 do promotor do gene HBE, sobrepõe-se a dois sítios de ligação à 
GATA-1 (Li & Stamatoyannopoulos, 1994). Mutações nesse sítio de ligação à YY1 levam à 
continuada expressão de globina-ε na vida adulta, indicando que YY1 pode agir como 
repressor do gene HBE (Raich et al., 1995).  
Não foram encontradas diferenças significativas na ocupação dos fatores de 
transcrição YY1 e PAX1 na região promotora do gene HBG1 (Figura 24) em células de 
fígado fetal E18 (embriões com 18 dias pós-concepção). Inicialmente, pensamos que as 
diferenças observadas entre os resultados encontrados entre células humanas progenitoras 
eritroides e de camundongos transgênicos fosse devido à natureza inerente dos dois sistemas 
experimentais. Nos fígados fetais de embriões do dia 18 pós-concepção (E18) de 
camundongos wild type, o switching de globina-γ para globina-β (HbF para HbA) já ocorreu 
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e, portanto, os genes da globina- já estão silenciados nesse estádio. Já nas culturas de células 
humanas primárias progenitoras eritroides, no dia 13 de cultura, momento no qual os 
experimentos de ChIP foram realizados, a expressão de globina-γ está relativamente alta, 
devido à adição de eritropoetina no meio de cultura. Portanto, a realização do ensaio de ChIP 
com células isoladas de fígado fetal do dia E12 parecia ser o mais apropriado, uma vez que o 
switching de globina-γ para globina-β ainda não ocorreu e o gene da globina-γ ainda está 
expresso. Contudo, também não encontramos diferenças estatisticamente significativas na 
ocupação de YY1 ou PAX1 entre às sequências promotoras controle e mutadas (-195 C→G) 
do gene HBG1 de amostras de fígado fetal do dia E12 de camundongos transgênicos β-YAC 
(Figura 17). 
 
 
 
Figura 17. Ensaio de ChIP com amostras de fígado fetal dos dias E12 e E18 de camundongos transgênicos 
β-YAC. Para esse ensaio, camundongos transgênicos β-YAC wild-type e com a mutação de PHHF -195 C→G, 
utilizando anticorpos anti-YY1 e anti-PAX1 (N=3). 
 
Os ensaios de ChIP com amostras de fígado fetal do dia E18 utilizando anticorpos 
contra os fatores de transcrição já associados à regulação dos genes das globinas: Mi2 (Harju-
Baker et al., 2008; Costa et al., 2012b), GATA-1 (Raich et al., 1995; Li et al., 1997; Wadman 
et al., 1997; Vakoc et al., 2005; Harju-Baker et al., 2008; Yu et al., 2009; Yun et al., 2014), 
LMO2, TAL1, LDB1 (Wadman et al., 1997; Lécuyer et al., 2007, Yu et al., 2009, Yun et al., 
2014), LRF (Lee et al., 2013), FOG-1 (Harju-Baker et al., 2008; Vakoc et al., 2005), MTA1 
(Xue et al., 1998; Kransdorf et al., 2006), YY1 (Raich et al., 1995 e dados não publicados) e 
PAX1 (dados não publicados); não mostraram nenhuma diferença estatisticamente 
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significativa no recrutamento dessas proteínas na região promotora do gene HBG1 na 
presença das mutações de PHHF -117 G→A, -175 T→C e -195 C→G (Figura 18).  
 
 
Figura 18. Ensaio de ChIP com amostras de fígado fetal do dia E18 de camundongos transgênicos β-YAC. 
Para esse ensaio, camundongos transgênicos β-YAC wild-type e com as mutações de PHHF -117 G→A, -175 
T→C e -195 C→G, utilizando anticorpos contra os fatores de transcrição YY1, PAX1, Mi2, GATA-1, LMO2, 
TAL1, LDB1, LRF, FOG-1 e MTA1 (N=3).  
 
 
As análises de ChIP com amostras de fígado fetal do dia E18 de camundongos 
wild-type β-YAC e PHHF -175 C>T mostraram diferença significativa na ocupação dos 
fatores de transcrição TAL1, LMO2 e LDB1, na presença da mutação na região promotora do 
gene HBG1 (Figura 26). Diversos estudos têm mostrado que a regulação dos genes das 
globinas β-like são mediados em parte pelo complexo de proteínas LDB1/LMO2/GATA-
1/TAL1, o qual promove a interação entre as regiões promotoras dos genes e do LCR, via 
dobramento da cromatina (Wadman et al., 1997; Vakoc et al., 2005; Song et al., 2007; Kiefer 
et al., 2011; Song et al., 2012; Yun et al., 2014). TAL1 é um fator de transcrição do tipo 
hélice-volta-hélice importante para o desenvolvimento de todas as linhagens hematopoiéticas 
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(Anantharaman et al., 2011), e se liga a diferentes regiões regulatórias dos genes das globinas 
no cluster humano de globina-β (Song et al., 2007; Kiefer et al., 2011; Yun et al., 2004; 
Wienert et al., 2015). O LDB1 atua como um fator “ponte”, trazendo complexos proteicos 
ligados a regiões distantes do DNA para que se aproximem e sejam capazes de interagir uns 
com os outros por meio da formação de dobramentos na de DNA (Deng et al., 2012). O 
LDB1 possui um domínio LIM na porção C-terminal, permitindo sua ligação com outros 
membros do complexo de proteína via ligação à LMO2 (Song et al., 2007). LMO2 
predominantemente interage com TAL1 em células hematopoiéticas. A interação entre TAL1 
e LMO2 estabiliza o complexo LDB1 e modula a atividade do complexo de proteínas 
(Lécuyer et al., 2007). Vários estudos indicam que GATA-1 liga-se à região -175 do gene 
HBG1 (Martin et al., 1989; Liu et al., 2005) e interage com TAL1 para ativar a expressão 
gênica eritroide (Tripic et al., 2009; Yu et al., 2009). Adicionalmente, Song et al. (2007) 
demonstraram que a ligação de TAL1 é dependente da ligação de GATA-1 no promotor 
gênico. Contudo, nossos resultados mostraram que GATA-1 não faz parte do complexo de 
ativação do gene HBG1 na presença da mutação -175 C>T. Wienert e colaboradores 
encontraram resultados similares, demonstrando que na presença da mutação -175 C>T em 
células MEL de camundongos e em células humanas da linhagem K562, a expressão de 
hemoglobina fetal foi aumentada por um recrutamento de novo de TAL1, o qual interage com 
LDB1 e LMO2 para promover o dobramento de cromatina do distante LCR à região 
promotora de globina-γA. Os dados desse trabalho mostraram que o recrutamento de GATA-1 
foi aumentado somente em 1,7 vezes na presença da mutação -175 C>T comparado com a 
condição controle, indicando que GATA-1, provavelmente, não tem papel importante na 
reativação do gene HBG1 na presença da mutação de PHHF. 
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Figura 19. Ensaio de ChIP com amostras de fígado fetal do dia E18 de camundongos transgênicos β-YAC 
selvagem e com a mutação de PHHF -175 T→C, utilizando anticorpos anti-TAL1, anti-LMO2 e anti-
LDB1. Foi observado significativo aumento significativo da ocupação desses três fatores de transcrição (P<0.05) 
na região promotora do gene HBG1 na presença da mutação -175 C>T. Dados apresentados em média ± desvio 
padrão. * = P-valor < 0.05; ** = P-valor < 0.01; *** = P-valor < 0.001; N=3. 
 
 
5.4. Imunoprecipitação de cromatina (ChIP) em cultura primária de 
células eritroides 
Células progenitoras hematopoéticas CD34+ foram isoladas de indivíduos com 
PHHF não delecional tipo Brasileira e indivíduos controle com idade, sexo e etnia pareados e 
mantidas em cultura eritroide por 13 dias (Figura 20). As células foram coletas no 13º dia da 
cultura eritroide para o ensaio de imunoprecipitação de cromatina. 
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Figura 20. Esquema da cultura primária eritroide. Nesse método de cultura, composto por duas fases, a 
indução eritroide (adição de EPO) ocorre desde o dia 0 de cultura. Para os ensaios de ChIP, as células eritroide 
foram coletadas no dia 13 de cultura. 
 
No gráfico da figura 21, é possível verificar que o fator de transcrição YY1 foi 
mais recrutado no promotor do gene HBG1 no indivíduo controle do que no indivíduo com 
PHHF (P-valor ≤ 0,05). E o contrário aconteceu com o fator de transcrição PAX1, que foi 
mais recrutado no promotor do gene HBG1 no indivíduo com PHHF não delecional tipo 
Brasileira do que no indivíduo controle (P-valor ≤ 0,05). Portanto, esses dados sugerem que a 
mutação -195 C→G realmente interfere na afinidade de ligação desses dois fatores de 
transcrição à região promotora do gene HBG1, indicando a possível relação dessas proteínas 
na regulação da expressão de globina-γA. 
 
 
 
Figura 21. Recrutamento dos fatores de transcrição YY1 e PAX1 no dia 13 da cultura eritroide controle e 
proveniente de portadores de ndPHHF tipo Brasileira. O ensaio de ChIP (N=4) mostra a diferença de 
recrutamento dos fatores de transcrição YY1 e PAX1 (em fold enrichment) pelo promotor do gene HBG1 em 
indivíduo controle (CTRL) e com ndPHHF tipo Brasileira (PHHF -195). Como normalizador foi utilizado o 
controle isogênico IgG (mock). * = P-valor ≤ 0,05. 
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5.5. Silenciamento gênico com partículas lentivirais em células K562 e 
KU812 
As partículas lentivirais MISSION® shRNA Lentiviral Transduction Particles 
(Sigma Aldrich, EUA) e do kit shRNA (h) Lentiviral Particles (Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., EUA) foram utilizadas para fazer o knockdown do gene alvo YY1. Após a transdução e 
seleção por puromicina, as células mostraram-se viáveis e em proliferação. Na figura 22 estão 
apresentados o esquema do método de cultura, silenciamento gênico e seleção das células 
transduzidas. 
 
 
 
Figura 22. Esquema da cultura das linhagens eritroides K562 e KU812 e silenciamento gênico. As células 
K562 e KU812 foram cultivadas por 14 dias, sendo a transdução realizada no dia 4 de cultura. A seleção com 
puromicina foi iniciada 72h após a transdução e se manteve por 7 dias, até a coleta das amostras de células. 
 
 
Na figura 23 estão as porcentagens da expressão gênica de YY1 e HBG1 com 
relação à condição controle em células K562 transduzidas com partículas virais contendo o 
shRNA para alvo YY1. Como mostrado na figura 23, obtivemos nível considerável de 
silenciamento do gene alvo YY1 com relação às células controle (P=0,0044; N=5). Contudo 
não observamos o aumento da expressão do gene HBG1, como postulado por nossa hipótese 
inicial, mas sim o contrário, uma redução da expressão de globina-γ, com relação à condição 
controle.  
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Figura 23. Expressão gênica relativa dos genes YY1 e HBG1 em cultura de células K562 no ensaio de 
silenciamento do gene YY1.  A diminuição da expressão do gene YY1 entre células controle (K562; células não 
transduzidas ou transduzidas com o vetor vazio ou com sequência scrambled) e transduzidas com as partículas 
lentivirais contendo shRNAs com alvo para o gene YY1 mostrou-se significativa (K562 shYY1; P= 0,0044; N=5). 
O mesmo não ocorreu com o gene HBG1, que apresentou moderada diminuição de sua expressão frente ao 
silenciamento do gene YY1. 
 
 
O silenciamento do gene YY1 também foi realizado em células KU812. Na figura 
24, estão apresentadas as porcentagens da expressão dos genes HBG1 e YY1 nas células 
KU812 transduzidas com as partículas virais para silenciamento do gene YY1. Nesse gráfico é 
possível notar que a transdução com as partículas virais foi capaz de diminuir a expressão do 
gene alvo com relação à condição controle. O knockdown do gene YY1 também foi satisfatório 
nessa linhagem celular (P=0,0006; N=6) e, novamente, observamos diminuição na expressão 
do gene HBG1. 
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Figura 24. Expressão gênica relativa dos genes YY1 e HBG1 em cultura de células KU812 no ensaio de 
silenciamento do gene YY1.  A diminuição da expressão do gene YY1 entre células controle (KU812; células 
não transduzidas ou transduzidas com o vetor vazio ou com sequência scrambled) e transduzidas com as 
partículas lentivirais contendo shRNAs com alvo para o gene YY1 mostrou-se significativa (KU812 shYY1; P= 
0,0006; N=6). O mesmo não ocorreu com o gene HBG1, que apresentou moderada diminuição de sua expressão 
frente ao silenciamento do gene YY1. 
 
 
5.6. Caracterização da nova cultura primária eritroide 
Com o intuito de obter maior número de células na cultura eritroide humana, 
buscamos implantar um novo método de cultura eritroide. Nesse método, as células humanas 
CD34+ isoladas de sangue periférico são mantidas em cultura por 14 dias em meio livre de 
soro, sendo dividida em duas fases: expansão e diferenciação (Mahajan et al., 2009; figura 
25). Na fase I, as células são expendidas por sete dias em meio StemSpan™ SFEM (Stemcell 
Technologies, Vancouver, BC, CAN) suplementado com StemSpan™ CC100 (Stemcell 
Technologies). Para induzir a diferenciação eritroide na fase II de cultura, as células são 
transferidas para meio StemSpan™ SFEM suplementado com 20ng/mL de SCF (R&D 
Systems), 5ng/mL de IL3 (R&D Systems), 2uM de dexametasona, 0.2uM de estradiol e 
2U/mL de EPO (Eprex; Jansen – Cilag Farmacêutica Ltda). Durante toda a cultura, a 
concentração de células foi mantida por volta de 0.5x106 células/mL. 
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Figura 25. Esquema do novo método de cultura primária eritroide. Esse método de cultura é composto por 
duas fases: uma fase de expansão celular, sem adição de EPO, dos dias 0 ao 7, e uma fase de diferenciação 
eritroide, com adição de EPO, dos 7 a 14 de cultura.  
 
 
A diferenciação eritroide in vitro foi monitorada por citometria de fluxo utilizando 
anticorpos contra os marcadores de superfície CD34, CD71 e CD235a. Durante os 14 dias de 
cultura, as células gradualmente perdem o marcador CD34, especialmente após a adição de 
EPO (eritropoetina, um indutor de diferenciação eritroide) no dia 7 de cultura, e passam a 
expressar os marcadores eritroides de superfície celular CD71 e CD235a (Figuras 26 e 27). 
Nos dias iniciais de cultura, quase 100% das células são positivas para o marcador CD34, e no 
último dia de cultura (dia 14) apenas ~ 20% das células expressavam o marcador de superfície 
CD34 (Figura 26), indicando que as células gradualmente perdem sua característica de 
progenitora para dar origem às células da linhagem eritroide. Na figura 28 está a 
caracterização das células durante a cultura eritroide. A população celular mostra-se mais 
heterogênea, quando comparada à população encontrada no método anterior de cultura, uma 
vez que a indução com o composto EPO ocorre por somente 7 dias. Contudo, ainda podemos 
observar eritroblastos basófilos, policromáticos e ortocromáticos no dia 14 de cultura de 
células (Figura 28). 
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Figure 26. Análise do marcador de superfície CD34, por citometria de fluxo, de cultura de células 
primárias humanas hematopoéticas. Amostras de células foram coletadas e analisadas de dias 4, 7, 11 e 14 da 
cultura, marcadas com anticorpo anti-CD34 conjugado com FITC e avaliados por citometria de fluxo. É possível 
observar que as células perdem gradualmente esse marcador de superfície celular durante o período de cultura in 
vitro, havendo uma perda bastante acentuada, principalmente, após a adição de EPO à cultura no dia 7.  
 
 
Figura 27. Dot plots da análise da diferenciação eritroide, por citometria de fluxo, de cultura de células 
primárias humanas hematopoéticas. As amostras foram coletadas nos dias 7, 10, 12 e 14 de cultura e foram 
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marcadas com anticorpos contra os marcadores de superfície CD71 (receptor de transferrina, marcador de células 
eritroides jovens) conjugado à FITC e CD235a (glicoforina A, marcador de células eritroides maduras) 
conjugado à R-PE. 
 
 
Figura 28. Avaliação da diferenciação eritroide por coloração de Leishman da cultura humana primária 
de células progenitoras eritroides.  No dia 7 de cultura é possível encontrar somente proeritroblastos (seta 
vermelha). No dia 10 de cultura, são encontrados, em sua maioria, eritroblastos basófilos (setas verdes) e 
policromáticos (seta preta).  No dia 14 de cutura, são observados eritroblastos basófilos, policromáticos e 
ortocromáticos (seta azul). 
 
 
5.7. Silenciamento gênico por siRNA em cultura primária de células 
eritroides humanas 
Para testar a hipótese de que o fator de transcrição YY1 poderia atuar como 
repressor do gene HBG1, utilizamos o ensaio de RNA de interferência (RNAi). Três 
diferentes sequências de siRNA (YY1_A, YY1_B e YY1_C, da Origene) foram usadas para o 
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silenciamento do gene YY1 e uma sequência scrambled (com sequência aleatória, sem alvo 
para o genoma humano) de siRNA foi utilizada como controle negativo. 
A transfecção do siRNA foi realizada no dia 11 de cultura e amostras foram 
coletadas 48 e 72h após a transfecção (dias 13 e 14 de cultura; figura 29).  
 
 
 
Figura 29. Esquema da cultura primária eritroide e silenciamento gênico por siRNA. A nucleofecção com 
siRNA foi realizada na fase II de cultura (de diferenciação eritroide), no dia 11 de cultura, e uma vez que o 
silenciamento gênico obtido com a utilização do siRNA é transiente, a coleta das amostras foi realizada 48 e 72h 
após e transfecção. 
 
 
Na figura 30, a expressão de ambos os genes YY1 e HBG1 são apresentadas. O 
knockdown de YY1 foi confirmado para as três sequências de siRNA empregadas, variando de 
~20% a ~50% de silenciamento. Contudo, ao invés de ocorrer aumento da expressão do gene 
HBG1, como esperado, houve diminuição da expressão do gene HBG1. Essa diminuição da 
expressão do gene HBG1 não está correlacionada de forma linear com os níveis de expressão 
de YY1.  
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Figura 30. Expressão gênica relativa dos genes YY1 e HBG1 em células de cultura eritroide de indivíduo 
controle no ensaio de silenciamento do gene YY1 por siRNA. São apresentados os dados de expressão gênica 
de amostras coletadas nos dias 13 (à esquerda) e 14 (à direita) de cultura eritroide, das células transduzidas com 
o vetor contendo a sequência scrambled (Scrambled) e com as diferentes sequências de siRNA para 
silenciamento do gene YY1 (YY1_A, YY1_B, YY1_C). Os níveis de expressão gênica (RNAm) são mostrados 
em porcentagem. 
 
 
Contudo, a realização do silenciamento gênico em outros pontos da cultura de 
células faz-se necessária, uma vez que o knockdown dos genes de interesse realizado antes da 
indução da diferenciação eritroide pode revelar resultados diferentes. Entretanto, para realizar 
o silenciamento gênico em estágios iniciais da cultura eritroide, é necessário utilizar 
ferramentas que possibilitem a expressão contínua da molécula interferente, em substituição 
ao siRNA, que promove expressão transiente do transgene. Assim, a ferramenta de 
silenciamento shRNA foi empregada. 
 
5.8. Silenciamento gênico por partículas lentivirais contendo shRNA em 
cultura primária de células eritroides humanas 
O silenciamento gênico utilizando moléculas de shRNA em vetores lentivirais 
pode promover expressão continuada do transgene de interesse. Essa técnica faz-se necessária 
uma vez que o uso de siRNA aplicada à cultura de células primárias promove o knockdown 
transiente do gene de interesse. Atualmente, diversos autores vêm realizando o silenciamento 
do gene com potencial envolvimento da regulação de globina-γ, na fase inicial da cultura 
eritroide, anterior à indução da expressão de globina-γ, para melhor compreender o 
envolvimento desses alvos na regulação de HbF (Lee et al., 2015; Krivega et al., 2015 e 
Masuda et al., 2016). Assim, realizamos diversos testes com diferentes protocolos descritos na 
literatura para realização da cultura primária de células humanas progenitoras eritroides, da 
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transdução viral e posterior seleção das células transduzidas. Por fim, estabelecemos um 
protocolo de cultura de células descrito por Mahajan e colaboradores (2009), combinado com 
o protocolo de transdução e seleção das células transduzidas descritas por Lee et al., 2015. 
Para tanto, as células CD34+ isoladas de sangue periférico de indivíduos normais foram 
mantidas em meio StemSpan™ SFEM (Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada) 
suplementado com StemSpan™ CC100 (Stemcell Technologies) por 7 dias (fase I, de 
expansão). As células então foram transduzidas com MOI=5 (MOI recomendado de 5 a 15) as 
partículas lentivirais controle e com alvo para o RNAm do gene YY1, no dia 3 de cultura 
(Figura 31). A seleção com 0,7 ug/mL de puromicina foi realizada entre os dias 4 e 7 de 
cultura, até a morte total do grupo de células não transduzidas (Figura 31). Assim, as células 
foram transferidas e mantidas por adicionais 7 dias no meio de cultura de diferenciação 
eritroide (fase II) que consiste no meio StemSpan™ SFEM suplementado com 20 ng/mL de 
SCF, 5 ng/mL de IL3, 2 uM de dexametasona, 0,2 uM de estradiol e 2 U/mL de EPO. 
 
 
 
Figura 31. Esquema da cultura primária eritroide e silenciamento gênico por shRNA. A transdução com 
partículas lentivirais contendo shRNA foi realizada na fase I de cultura (de expamsão celular), no dia 3 de 
cultura. A seleção com puromicina foi mantida até o dia 7 de cultura. 
 
 
Na figura 32 estão apresentados os resultados de expressão relativa dos genes YY1 
e HBG1 nos dias 10 e 14 de cultura. Em ambos os dias, é possível observar que nas células 
transduzidas com o shRNA para YY1, houve silenciamento do gene alvo de, aproximadamente, 
50 %. Concomitante com a diminuição da expressão do gene YY1, houve o aumento da 
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expressão do gene HBG1, corroborando com a hipótese inicial de que o fator de transcrição 
YY1 possa ter papel na repressão do gene de globina-γ.  
 
 
 
Figura 32. Expressão gênica relativa dos genes YY1 e HBG1 em células de cultura eritroide de indivíduo 
controle no ensaio de silenciamento do gene YY1 por shRNA. São apresentados os dados de expressão gênica 
das células não transduzidas ou transduzidas com o vetor vazio ou com sequência scrambled (CTRL) e 
transduzidas com as partículas lentivirais contendo shRNAs com alvo para o gene YY1 (shYY1), de amostras 
coletadas no dia 10 da cultura eritroide (à esquerda) e no dia 14 (à direita). 
 
 
Os dados obtidos com as células da cultura primária eritroide humana são 
discordantes dos dados obtidos com o ensaio de silenciamento do gene YY1 nas linhagens 
eritroleucêmicas humanas KU812 e K562. As células K562 são uma linhagem celular humana 
massivamente estudada com potencial eritroide e megacariocítica isolada de um indivíduo 
com leucemia mieloide crônica BCR-ABL+. Essas células podem expressar modestos níveis 
das globinas embrionárias e fetal, ζ, ε e γ, bem como uma produção mínima das cadeias α e β 
é observada (Cloe et al., 1981). Ou seja, essas células parecem recapitular um híbrido entre os 
estágios embriônico e fetal da eritropoese, mas nunca o estágio adulto. Assim, os resultados 
obtidos sobre a participação de alvos de estudo da etapa adulta de silenciamento do gene de 
globina- parece questionável. As células K562 e KU812 são de mesma origem mieloide 
eritroleucêmica e carregam a mesma fusão b3a2 Bcr-Abl (Goss et al., 2006), com a diferença 
de que as células KU812 apresentam maior expressão das cadeias globínicas β. Contudo, as 
células KU812, bem como outras linhagens celulares com potencial eritroide atualmente 
disponíveis (como as células HEL e MEL), não apresentam um padrão de expressão globínica 
característico de estágio eritroide adulto (Zein et al., 2010). 
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As culturas de células primárias eritroides humanas também são extensivamente 
utilizadas e uma grande diversidade de sistemas de cultura de duas fases tem sido descritos, 
com expansão dos progenitores hematopoéticos jovens na fase inicial e posterior indução à 
maturação eritroide na segunda fase da cultura. Uma clara vantagem desse método de cultura 
celular é a capacidade dessas células de modelar aspectos da eritropoese humana, incluindo o 
padrão de expressão gênica de estágio adulto, bem como expressar reguladores eritroides 
críticos como BCL11A, KLF1, e c-Myb (Bauer et al., 2012). 
Frente ao exposto, os resultados obtidos com a cultura de células primárias 
eritroides parecem oferecer os dados mais fidedignos, uma vez que esse sistema de cultura de 
células representa o modelo eritroide mais próximo ao alvo do estudo: o estágio de 
eritropoese adulta, que envolve o silenciamento do gene de globina-γ. Contudo, experimentos 
adicionais devem ser realizados para que os resultados observados sejam comprovados. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 
6.1. Estudos com camundongos transgênicos β-YAC: 
 
 TAL1, LMO2 e LDB1 parecem estar envolvidos na ativação da expressão do gene 
HBG1 na presença da mutação -175 C>T. 
 
 Os demais fatores de transcrição estudados, incluindo YY1 e PAX1, parecem não 
estar envolvidos na regulação do gene HBG1 na presença das mutações -117, -175 e -
195. 
 
 Ainda que a utilização de modelos murinos seja de grande importância para a melhor 
compreensão dos diversos mecanismos moleculares investigados, esses modelos 
podem não refletir as mesmas vias de regulação gênica encontradas em humanos. 
 
 
6.2. Estudos in vitro com células humanas: 
 
 Os resultados em cultura de células progenitoras eritroides humanas, mas não nas 
linhagens K562 e KU812, indicam o envolvimento dos fatores de transcrição YY1 e 
PAX1 na regulação do gene HBG1. 
 
 As linhagens celulares K562 e KU812 são comumente utilizadas em estudos da 
diferenciação eritroide, contudo não apresentam o estágio adulto de eritropoese. Já a 
cultura primária de células humanas progenitoras eritroides serve de modelo da 
eritropoese humana, pois apresenta o padrão de expressão gênica de estágio adulto, 
bem como expressa reguladores eritroides críticos como BCL11A, KLF1, e c-Myb. 
 
 Os resultados obtidos nesse trabalho indicam a importância da escolha do período da 
cultura eritroide no qual o silenciamento do gene candidato será realizada. 
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9. ANEXOS 
 
9.1.  ANEXO I: Parecer consubstanciado ao Comitê de Ética em 
Pesquisa da Faculdade de ciências Médicas 
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9.2. ANEXO II: Termos de consentimentos livre e esclarecido 
apresentados aos voluntários controles e portadores de persistência hereditária de 
hemoglobina fetal não-delecional tipo Brasileira 
 
                                                                                                        
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Indivíduos com Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal 
 
Título da Pesquisa: “Investigação do papel dos fatores de transcrição YY1 e PAX1 nos 
mecanismos moleculares envolvidos na persistência hereditária de hemoglobina fetal 
não delecional tipo Brasileira” 
 
Nome do paciente:    __ 
Idade:  anos HC: __ 
Endereço:     
Nome do responsável legal (se paciente menor de idade ou incapacitado): 
___________________________________________________________________ 
Grau de parentesco:  __________________________________________________  
Endereço:     
 
 
Algumas pessoas, mesmo depois de adultos, continuam apresentando níveis 
relativamente elevados de um tipo de hemoglobina (a hemoglobina fetal) que, 
normalmente, tem sua produção bastante reduzida depois do 6º mês de vida, 
aproximadamente. Esta alteração, conhecida como Persistência Hereditária de 
Hemoglobina Fetal (PHHF), não é uma doença, mas entender o que acontece em pessoas 
com esta alteração seria de grande importância para algumas doenças, como a anemia 
falciforme. O presente projeto pretende estudar um tipo específico (não delecional tipo 
Brasileira) de PHHF. O estudo pretende investigar os mecanismos moleculares que podem 
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estar relacionados com o surgimento dessa alteração e que estariam levando ao aumento 
dos níveis de HbF. 
Fui convidado(a) e aceito participar deste estudo e sei que ele será importante 
para entendermos melhor a PHHF que tenho. Sei que fornecerei uma amostra de 54 mL 
de sangue que será coletado junto com os meus exames de rotina de laboratório ou no 
momento da doação de sangue. Estou ciente de que os riscos dessa coleta são os mesmos 
de qualquer coleta de exame de sangue: dor da picada da agulha e algumas vezes 
hematoma (ou mancha roxa). Sei que essa coleta será realizada numa veia do braço, por 
um profissional da saúde treinado e qualificado para me atender. Estou ciente de que 
posso sair do estudo a qualquer momento e que isso não irá prejudicar o meu 
atendimento médico na Unicamp. Sei ainda que meus dados serão mantidos em sigilo 
pelo pesquisador e o meu material biológico coletado não será armazenado, mas sim 
descartado logo após a realização dos experimentos em laboratório. Concordei em 
participar dessa pesquisa por livre e espontânea vontade, sem qualquer despesa de minha 
parte, e sem qualquer tipo de pagamento por esta colaboração. 
Qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar por Carolina Ayumi Braghini 
(Fone: 3521-8611, pesquisadora responsável pelo estudo) ou pelo Prof. Dr. Fernando 
Ferreira Costa (Fone: 3521-8611, supervisor responsável pelo estudo), Hemocentro - 
Unicamp e qualquer reclamação sobre o procedimento do estudo poderei procurar a 
secretaria do comitê de Ética na Rua Tessália Vieira de Camargo, 162 – FCM, Unicamp, 
Fone: 3521-8936. 
Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi os esclarecimentos sobre as minhas 
dúvidas oralmente. Por estar de acordo com o conteúdo da carta de consentimento, dato 
e assino em duas vias, ficando uma em minha posse. 
 
 
_____________________________    ______________________________ 
Assinatura do voluntário     Assinatura do responsável legal 
 
 
___________________________ 
Assinatura do pesquisador legal 
 
 
Campinas,  _/  /   
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Indivíduos do Grupo Controle 
 
 
 
Título da Pesquisa: “Investigação do papel dos fatores de transcrição YY1 e PAX1 nos 
mecanismos moleculares envolvidos na persistência hereditária de hemoglobina fetal não 
delecional tipo Brasileira” 
 
Nome do voluntário:     
Idade:  anos RG:  
Endereço:      
 
Fui convidado(a) e aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma 
amostra  de sangue (54 mL) a ser coletada da veia de um dos braços. Estou ciente de que 
este sangue  será utilizado como controle para comparação neste projeto de pesquisa. Sei 
que os riscos dessa coleta são os mesmos de qualquer coleta de exame de sangue: dor da 
picada da agulha e algumas vezes hematoma (ou mancha roxa). Sei que essa coleta será 
realizada numa veia do braço, por um profissional da saúde treinado e qualificado para 
me atender. Estou ciente de que minha participação na pesquisa não implica em nenhum 
benefício para mim, uma vez que servirei apenas como controle normal. Sei que posso 
sair do estudo a qualquer momento e que meus dados serão mantidos em sigilo pelo 
pesquisador. Sei também que o meu material biológico coletado não será armazenado, 
mas sim descartado logo após a realização dos experimentos em laboratório. Concordei 
em participar desta pesquisa por livre e espontânea vontade, sem qualquer despesa de 
minha parte e sem qualquer tipo de pagamento por esta colaboração. 
Qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar por Carolina Ayumi Braghini 
(Fone: 3521-8611, pesquisadora responsável pelo estudo) ou pelo Prof. Dr. Fernando 
Ferreira Costa (Fone: 3521-8611, supervisor responsável pelo estudo), Hemocentro - 
Unicamp e qualquer reclamação sobre o procedimento do estudo poderei procurar a 
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secretaria do comitê de Ética na Rua Tessália Vieira de Camargo, 162 – FCM, Unicamp, 
Fone: 3521-8936. 
Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi os esclarecimentos sobre as minhas 
dúvidas oralmente. Por estar de acordo com o conteúdo da carta de consentimento, dato 
e assino em duas vias, ficando uma em minha posse. 
 
 
 
_____________________________    ______________________________ 
Assinatura do voluntário     Assinatura do responsável legal 
 
 
___________________________ 
Assinatura do pesquisador legal 
 
 
Campinas,  _/  /   
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9.3. ANEXO III: Declaração de que a tese não infringe os dispositivos da lei nº 
9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora 
 
 
 
 
